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OPSOMMING
Versouting is een van die groot beperkende faktore op plant- en gewasgroei, omdat die
opname van water en voedingstowwe so In ingewikkelde proses is en die effek van lae of
matige versouting so alomteenwoordig is. Plantgroei word nadelig geaffekteer as 'n
spesifieke ioonkonsentrasie sy drempelwaarde oorskry en toksies word. Die nadelige effek
van soutgeaffekteerde grond op gewasproduksie, is wêreldwyd aan die toeneem (Tanji,
1990). Die vlak waartoe plante hoë konsentrasies sout kan hanteer is onder genetiese
beheer met verskeie fisiologiese en genetiese meganismes wat 'n bydrae maak tot
soutverdraagsaamheid (Epstein & Rains, 1987). Die mees effektiewe manier om die
beperkinge op gewas produktiwiteit in versoute gebiede te oorkom, is die ontwikkeling van
soutverdraagsame variëteite. Begrip van die genetika van soutverdraagsaamheid is dus
noodsaaklik vir die ontwikkeling van In effektiewe telingsstrategie.
Die departement Genetika (US) bedryf tans 'n wye-kruisings navorsingsprogram waarmee
gepoog word om gene vir soutverdraagsaamheid na korog en koring oor te dra. Die
skenkerspesie, Thinopyrum disticum, In inheemse strandkoringgras wat aangepas is by
hoë konsentrasies sout, is gekruis met verboude rog (Secale cereale) in 'n poging om die
oorerwing van soutverdraagsaamheid te bestudeer (Marais et al., 1998).
Die hoofdoel van hierdie studie was om molekulêre merkers (RAPD en AFLP) te vind,
wat assosieer met chromosome wat soutverdraagsaamheid bevorder en om nuttige
merkers daar te stel vir latere pogings om die gene na korog en koring oor te dra.
Ongeveer 70 klone van sekondêre hibriede (Th distichum I 4x-rog /I 2x-rog) is onderwerp
aan souttoetse en het verskillende grade van soutverdraagsaamheid getoon. RAPD-
merker analise is gebruik om polimorfismes te identifiseer tussen soutverdraagsame en
soutsensitiewe plante. Twaalf RAPD inleiers het duidelike, ontleedbare en herhalende
polimorfiese fragmente opgelewer en moontlike nuttige merkers uitgewys. Verskillende
AFLP-inleier kombinasies, wat getoets is teen die genotipes van 15 klone (Marais &
Marais, 2001 ongepubliseerde data) het ongeveer 2000 duidelik onderskeibare AFLP
fragmente geproduseer, waarvan 54 (3%) polimorfiese fragmente was. Twee RAPD
fragmente en 4 AFLP fragmente is geïdentifiseer wat as moontlike kandidaat merkers
gebruik kan word vir die identifisering van chromosome wat bydra tot
soutverdraagsaamheid .
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Die interpretasie van die merkers is bemoeilik deur heterogeniteit tussen die plante wat
betref die agtergrond van chromosome wat hulle besit en die genetiese diversiteit van die
rog genoom. Dit is ook moontlik dat chromosoom herrangskikking plaasgevind het tydens
terugkruising, wat die data verder kon kompliseer.
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ABSTRACT
Soil salinity is a major limiting factor of plant and crop growth, because the absorption of
water and nutrients is such a complex process while low and moderate salinity are
omnipresent. Plant growth is affected negatively if a specific ion concentration exceeds its
threshold and becomes toxic. The detrimental effect of soil affected by salt on crop
production is increasing worldwide (Tanji, 1990). The level to which plants can tolerate
high salinity levels is genetically controlled with several physiological and genetic
mechanisms contributing to salt tolerance (Epstein & Rains, 1987). The most effective way
of addressing the limitations of crop productivity in saline areas, is the development of salt
tolerant varieties. Understanding the genetics of salt tolerance is, therefore, necessary for
the development of an effective breeding strategy for salt tolerance.
The department of Genetics (US) conducts a wide crosses research programme aiming to
transfer genes for salt tolerance to wheat and triticale. The donor species, Thinopyrum
disticum, an indigenous coastal wheat grass, adapted to high concentrations of salt, was
crossed with cultivated rye (Secale cereale) in an attempt to study the genetics of salt
tolerance (Marais et al., 1998).
The primary goal of this study was to find molecular markers (RAPD and AFLP) which
associate with chromosomes promoting salt tolerance for later attempts to transfer the
genes to triticale. Seventy clones of secondary hybrids (Th disticum /4x-rye 1/2x-rye) were
tested for salt tolerance and showed different levels of salt tolerance. RAPD-marker
analyses were used to identify polymorphisms between salt tolerant and salt sensitive
plants. Twelve RAPD primers produced clear, analyzable and repetitive polymorphic
. fragments that can be used as useful markers. Different AFLP-primer combinations were
tested against the genotypes of 15 clones (Marais & Marais 2001, unpublished data) and
produced approximately 2000 clearly distinguishable AFLP fragments, of which 54 (3%)
were polymorphic fragments. Two RAPD fragments and 4 AFLP fragments that can be
used as possible markers for the presence of chromosomes that contribute to salt
tolerance were identified.
The interpretation of the markers was complicated by heterogeneity among plants with
regard to the origin of their chromosomes and the genetic diversity of the rye genome. It is
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also possible that chromosome re-arrangement took place during backcrossing, which
could have complicated the data.
Stellenbosch University http://scholar.sun.ac.za
Vir my Ma en Pa
Stellenbosch University http://scholar.sun.ac.za
BEDANKINGS
Hiermee wil ek graag my dank uitspreek teenoor die volgende individue en organisasies:
Prof. G.F. Marais, studieleier, vir sy leiding, ondersteuning en deurgaanse geduld.
Mev. AS. Marais en mnre. Herman Roux, Stanley Pretorius en Charles Toutie vir
hul hulp en vriendskap.
Die Nasionale Navorsingstigting (NNS) en Wintergraantrust vir befondsing.
My familie en vriende vir hulliefde en ondersteuning.
Stellenbosch University http://scholar.sun.ac.za
JlI
ABA
AFLP
AP-PCR
ATP
bp
Ca2+
cm
cr
DAF
dm
DNA
dNTP
dS/m
E
EC
EDTA
g
H+
M
mg
Mg2+
min
ml
LYS VAN AFKORTINGS
Grade Celsius
mikroliter
Absissiensuur
Geamplifiseerde Fragment Lengte Polimorfisme
Lukrake inleier polimerasekettingreaksie
Adenosien trifosfaat
basispaar
Kalsium
sentimeter
Chloried
DNA-amplifikasie vingerafdrukke
desimeter
Deoksiribonukleïensuur
Deoksinukleotied trifosfaat
Desi-siemens per meter
Eenheid
Elektriese konduktiwiteit
Etileendiamientetra-asynsuur
gram
Waterstof
hektaar
Kalium
liter
Molaar
milligram
Magnesium
minuut
milliliter
Stellenbosch University http://scholar.sun.ac.za
mm
mM
Na+
NaGI
ng
(NH4)2S04
PKR
pmol
en,
RAPD
RFlP
rpm
sek
S042-
Taq DNA pol
TBE-buffer
Th.
Tris
TWV
US
millimeter
millimolaar
Natrium
Natriumchloried
nanogram
Ammoniumsulfaat
Polimerase ketting reaksie
pikomol
Kwantitatiewe-kenmerk-Iokusse
lukraak-geamplifiseerde polimorfiese DNA
Restriksie-ensiem-fragment-Iengte-polimorfisme
revolusies per minuut
sekonde
Sulfaat
Thermus aquaticus DNA polimerase
Tris boraat EDTA buffer
Thinopyrum
2-amino-2-(hidroksiemetiel)-1,3-propandiol
Totale waterverlies
Universiteit van Stellenbosch
Stellenbosch University http://scholar.sun.ac.za
1. LITERATUUR OORSIG 1
1.1 Inleiding 1
1.2 Sout-geaffekteerde grond 2
1.2.1 Die verspreiding van sout-geaffekteerde grond 3
1.3 Fisiologiese kompleksiteit van soutverdraagsaamheid 4
1.3.1 Die effek van sout op plantgroei 5
1.3.2 Water verhoudings 6
1.3.3 loon opname en vervoer 7
1.3.3.1 Osmotiese verstelling 8
1.3.3.2 Kompartementering van ione 9
1.3.3.3 loon uitsluiting 11
1.3.3.4 K+ Na+/diskriminasie en die rol van Ca2+ 12
1.3.3.5 Hormonale verstelling 12
1.4 Natuurlike omgewing 13
1.5 Morfologiese aanpassing 13
1.6 Bykomstige meganismes wat soutverdraagsaamheid verhoog 14
1.7 Genetiese kompleksiteit van soutverdraagsaamheid 14
1.8 Teling vir soutverdraagsaamheid 15
1.8.1 Geen-oordrag deur wye hibridisasie in die tribus Triticeae 16
1.8.2 Soutverdraagsaamheid in die tribus Triticeae 19
1.9 Tempo van waterverlies 19
1.10 Die Trticeae 20
1.10.1 Die genus Thinopyrum 20
1.10.1.1 Thinopyrum distichum 21
1.10.2 Secale cereale ( verboude rog) 23
1.11 Molekulêre merkers vir die seleksie van soutverdraagsaamheid 24
1.11.1 RAPD-merkers 25
1.11.2 AFLP-merkers 26
1.12 Apomiksie 27
1.13 Kruising van Thinopyrum distichum en tetraploïede rog 29
1.14 Doelstelling 31
2. MATERIAAL EN METODES 32
2.1 Plant materiaal 32
Stellenbosch University http://scholar.sun.ac.za
4.
4.1
4.1.1
BESPREKING
Karakterisering van T1F1 - en F2 -plante (Populasie A)
Evaluering van T1F1 - en F2 -plante ten opsigte van sout-
61
61
2.2 Soutverdraagsaamheid van die Thinopyrum distichum tetra-
ploïede rog hibried en terugkruisingsderivate 33
2.2.1 Ontkieming en voorbereiding van die T1F1 - en F2 -plante vir
souttoetsing en DNA-ekstraksie (Populasie A) 33
2.2.2 Soutverdraagsaamheidstoets 34
2.3 Chromosoomtellings op T1F1-plante (Populasie A) 35
2.4 DNA-ekstraksie van die T1F1 - en F2 -plantmateriaal (Populasie
A en B) 36
2.5 Analise van lukraak-geamplifiseerde polimorfiese DNAs (RAPD
Populasie A en B) 37
2.5.1 Inleiers 37
2.5.2 Amplifikasie 39
2.6 Analise van geamplifiseerde fragment lengte polimorfisme (AFLP
Populasie B) 39
2.6.1 Inleiers 40
2.6.2 Amplifikasie 40
2.7 Blaar waterretensie as 'n seleksie maatstaf vir soutverdraag-
saamheid (Populasie A) 41
Korrelasie analises. 42
3. RESULTATE 42
3.1 Karakterisering van T1F1 - en F2 -plante ten opsigte van sout-
verdraagsaamheid en chromosoomtellings (Populasie A). 43
3.2 Blaarwaterretensie 44
3.3 Identifisering van molekulêre merkers vir Thinopyrum
chromosome wat bydra tot soutverdraagsaamheid 48
3.3.1 RAPD analises van die T1F1 - en F2 -plante (Populasie A) 48
3.3.2 Korrelasie analises 53
3.3.3 AFLP analises van Populasie B 54
3.3.4 RAPD analises van Populasie B 58
Stellenbosch University http://scholar.sun.ac.za
verdraagsaamheid 61
4.1.2 Identifisering van RAPD-merkers ten opsigte van sout-
verdraagsaamheid 62
4.2 Korrelasie tussen soutverdraagsaamheid en blaarwater-
retensie van Populasie A 63
4.3 Identifisering van molekulêre merkers vir Thinopyrum
chromosome met gene vir soutverdraagsaamheid
(Populasie B) 64
4.3.1 Karakterisering van Populasie B ten opsigte van AFLP-merkers 64
4.3.2 Karakterisering van Populasie B ten opsigte van RAPD-merkers 66
5. GEVOLGTREKKING 68
6. VERWYSINGSL YS 69
Stellenbosch University http://scholar.sun.ac.za
" The increasing use of water of poor quality, the continuous addition of waste
salts to our environment, as well as increasing contamination of underground
water sources lead to gradual soil salinization. Soberly analyzing the
consequences of such a process, one must reach the conclusion that the
future of plants lies with some group of halophytes."
1. LITERATUUROORSIG
1.1 Inleiding.
Yoav Waisel 1972.
Ons wêreld verdwyn rondom ons. As gevolg van rëen word die aardoppervlakte stadig
opgelos en spoel weg in die oseane. Soute van natrium, kalsium, magnesium, chloried,
sulfaat, karbonaat en vele ander elemente vorm wanneer water vanaf die grond na riviere,
mere en uiteindelik die see vloei. Die water en die opgeloste soute is noodsaaklik vir
plantgroei, maar die hergebruik van die water en die hoë verdampingstempo van droë en
semi-droë klimaatstreke konsentreer die soute, sodat versouting plaasvind (Batie & Healy,
1983; Boyer, 1982).
Versouting is een van die groot beperkende faktore op plant- en gewasgroei omdat die
opneem van water en voedingstowwe so 'n ingewikkelde proses is, en die effek van lae
of matige versouting, so alomteenwoordig is. Plantgroei word nadelig geaffekteer as
spesifieke ioon konsentrasies hul drempelwaarde oorskry en toksies word. Sout strem
ook plantgroei deur die vermindering van waterpotensiaal en belemmering van voedingstof
inname. Die konsentrasies waarby hierdie effekte plaasvind verskil met die genetiese
kapasiteit van die spesie, groeifase, omgewings interaksies en die spesifieke ioon
(Epstein, 1985; Shannon, 1990). Plante kan oorleef in oseane, versoute moerasse en
semi-droë woestyne. Plante het aangepas by hoë natrium omgewings en alkaliese vlaktes
en om te oorleef in habitatle met hoë konsentrasies van magnesium, chloried, sulfate en
karbonate, maar verboude gewasse, met In paar uitsonderings, groei optimaal by lae
konsentrasies sout rondom die wortelarea. In die algemeen kan sout konsentrasies hoër
as 4 dS/m die opbrengs van die gewas verminder (Shannon et al.,1994).
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2Geskiedkundig het slegte bestuur van besproeiings landbou en sout sensitiwiteit van
verskillende gewasse bygedra tot die verdwyning van Ou en Nuwe Wêreld beskawings
(Shannon, 1987; Jacobsen & Adams, 1958). Ten spyte hiervan, word daar steeds 'n
toenemende proporsie van die wêreld se voedsel in semi-droë landstreke onder
besproeiing verbou. Die wêreldbevolking neem voortdurend toe en die beskikbaarheid
van waterbronne van hoë gehalte word net minder.
Dit is dus nodig om biologiese en tegnologiese oplossings vir die fisiologiese beperkings
op gewas-produktiwiteit te vind. Die tegnologiese benadering is om grondbestuur en
besproeiing te verbeter ( Pasternak, 1982). Die biologiese benadering behels die seleksie
en verbetering van die gewas deur benutting van die natuurlike variasie vir agronomiese
aanpasbaarheid (O'Leary, 1984). Die mees effektiewe manier om gewas produktiwiteit in
sout-geaffekteerde grond te verbeter is die ontwikkeling van soutverdraagsame tipes, 'n
kenmerk wat geneties beheer word. Die hedendaagse neiging is om soutverdraagsame
gewas-genotipes te teel deur die genetiese agtergronde van soutverdraagsame wilde
spesies en verboude gewasse te integreer (Norlyn, 1980; Shannon 1984).
1.2 Sout-geaffekteerde grond.
Sout-geaffekteerde gronde besit 'n hoë persentasie oplosbare soute en een of meer van
hierdie sout-komponente is gewoonlik in oormaat teenwoordig. Daar is twee tipes sout-
habitatte, nat en droog. Die nat habitat is gewoonlik die see-agtige moerasse wat die see
begrens, en wat onderworpe is aan periodiese oorstromings, sodat die soutinhoud baie sal
wissel. Die droë habitatte is binnelands en begrens gewoonlik woestyne. Ander sout-
geaffekteerde gronde is droë soutpanne en sandduine langs die kuslyn waar konstante
seesproei 'n belangrike rol speel. Die plantegroei van die sout-geaffekteerde habitatte is
halofiete ( plante wat natuurlik aangepas is vir oorlewing in omgewings met hoë sout
konsentrasies) en word onderskei van glikofiete (plante wat nie natuurlik kan oorleef in die
aanwesigheid van oormaat sout nie). Feitlik alle moderne gewasse het ontstaan vanaf
glikofiete. Halofiete in die sout-omgewing word nie net blootgestel aan soutdruk nie maar
ook aan osmotiese en lae-suurstof-druk. Ons stelom drie redes in halofiete belang: (i) 'n
suiwer wetenskaplike en teoretiese belangstelling om te verstaan hoe hulle spesifiek
aangepas is by soutdruk en die meganismes wat hulle gebruik om produktiwiteit te behou.
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3Dit kan gebruik word om 'n klein stel van aanpassings te identifiseer wat nodig is vir
soutverdraagsaamheid. Die kennis kan plantteiers en molekulêre bioloë help wat op
konvensionele gewas-plante werk (Bohnert et al., 1995), (ii) halofiete wat in In landbou
omgewing groei kan gebruik word om die uitvoerbaarheid van hoë-sout landbou te
evalueer (Miyamoto, 1996), (iii) halofiete kan 'n direkte bron van nuwe gewasse word
(Aronson, 1989). Dit sal alles help met die seleksie en ontwikkeling van gewasse wat meer
soutverdraagsaam kan wees.
1.2.1 Die verspreiding van sout-geaffekteerde grond.
Omdat meeste gewasse in grond groei, het die eienskappe van die grond 'n belangrike
invloed daarop. Plant-ontwikkeling en suksesvolle gewas-produksie vereis geskikte
grondtoestande, met genoeg water en voedingstowwe. Ongunstige grondtoestande het In
nadelige uitwerking op die lewenssiklus van plante en kan die effektiewe produksie van
gewasse ernstig strem
Figuur 1.1 Wêreld-verpreiding van sout-geaffekteerde gronde.
Southoudende grond is baie algemeen, omtrent 7% van die wêreld grondoppervlakte is
sout geaffekteerd en van die bewerkte grond (14 biljoen ha) is 6.0 biljoen ha droog of
semi-droog en 1.0 biljoen ha geaffekteer deur oortollige sout (Christiansen, 1982).
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4Belangriker is dat 20% van besproeiingsgrond ly aan sekondêre versouting (Ghassemi et
al., 1995) en 50% van besproeiingskemas sout-geaffekteerd is (Szabolcs, 1991).
Table 1.1 Voorkoms van sout-geaffekteerde grond op die kontinente en subkontinente van die
wêreld (Kovda & Szabolcs, 1979).
Kontinent Area (miljoen ha)
Noord-Amerika 15.7
Mexiko en Sentraal-Amerika
Suid-Amerika
Afrika
Suid Asiê
Noord en Sentraal Asiê
Suidoos Asië
Australasiê
Europa
Totaal:
2.0
129.2
80.5
87.6
211.7
20.0
357.3
50.8
954.8
Sout-geaffekteerde grond kan in droë of semi-droë klimaatstreke of op die kuslyn
voorkom, waarheen sout vervoer word deur grondwater en presipitasie. Die bestuur van
sout-geaffekteerde grond is dus van groot belang vir die produksie van voedsel en vesel.
In sekere lande speel southoudende grond 'n sleutelrol in landbou. In Pakistan, wat
hoofsaaklik afhanklik is van besproeiing vir voedsel-produksie en 'n vinnig-groeiende
populasie het, is omtrent 'n kwart van die beproeiingsgrond sout-geaffekteerd (Ahmad,
1990; Ghassemi et al., 1995). Tabel 1.1 en Figuur 1.1 wys dat daar nie 'n kontinent of
subkontinent is wat nie deur sout geaffekteer word nie.
1.3 Fisiologiese kompleksiteit van soutverdraagsaamheid.
Die studie van die meganisme van soutverdraagsaamheid van plante kan uiteindelik lei tot
gewasse met verbeterde vermoë om op soutgronde te groei. Dit is ook waardevolomdat
dit kan lei tot nuwe insigte in die fundamentele prosesse van ioon-vervoer, ioon-ophoping
en ioon-regulering oor die plasmamembraan. Alhoewel ander ione soos SO/- en Mg2+ ook
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bydra tot soutdruk, word die toksiese effek van Na+ en cr as belangriker geag (Flowers &
Yeo, 1986). Ongeag die vele studies van plant-reaksies op soutdruk, weet ons nog baie
min van die spesifieke genetiese basis en fisiologiese meganismes wat bydra tot
soutverdraagsaamheid (Cheeseman, 1988; Dracup, 1991). Baie basiese fisiologiese
eienskappe is al geïdentifiseer as belangrike komponente van soutverdraagsaamheid bv.
direkte beheer oor die instroming en uitstroming van ione soos Na+ en K+ oor die
plasmamembraan en tonoplast (Jeschke, 1984; Flowers & Yeo, 1986; Yang et al., 1990);
sintese van verenigbare osmotikums soos prollen, ander aminosure, oplosbare koolhidrate
en glisien betane (Jones & Storey, 1981; Sumaryati et al., 1992); en modifikasie van
membraan samestelling (Kuiper, 1984,1985; Hirayama & Mihara, 1987; Peeler et al.,
1989; Blits & Gallagher, 1990). Halofiete, oor die algemeen, kompartementeer Na+ en cr
binne die sel-vakuole en reguleer ook ioon-vervoer oor beide die plasmamembraan en
die tonoplast (Flowers et aL, 1977,1990; Flowers, 1985, Flowers & Yeo, 1986).
Dit is duidelik dat ioon-vervoer en -regulering 'n groot rol speel in soutverdraagsaamheid
(Kramer, 1984; Flowers & Yeo, 1986), en dat die verdraagsaamheid van plante t.o.v.
oortollige sout, komplekse en hoogs geïntegreerde reaksies op sellulêre, sub-sellulêre en
interorganiese vlak behels (Epstein & Rains, 1987; Cheeseman, 1988; Yeo & Flowers,
1989; Claes et al., 1990; Adams et al., 1992).
Soutverdraagsaamheid beteken die vermoë van plante om goed te kan groei in sout-
geaffekteerde gronde. Dit is duidelik dat hoë grond soutkonsentrasies groei inhibeer in
meeste plante, maar sout toestande affekteer plantgroei op verskeie maniere nl. (i)
vermindering van wateropname in die plant, (ii) die ophoping van ione tot toksiese vlakke
en (iii) verminderde beskikbaarheid van voedingstowwe. Die klassieke definisie van groei
is, "die onomkeerbare verhoging van weefsel volume" (Thimann, 1977). Dit kan gebeur
deur selontwikkeling of selverdeling. Wanneer die sout konsentrasie van die
grondoplossing verhoog en die waterpotensiaal verlaag, sal die selwanddruk verminder en
die selle sal uiteindelik ophou om te verdeel en te verleng. Onder hierdie toestande van
waternood sal die huidmondjies sluit wat 'n vermindering in fotosintese tot gevolg sal hê.
Die afbreek tempo van proteïene sal verhoog word en die plante sal swak of negatiewe
groei en verminderde biomassa toon (Ashraf, 1994).
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Versouting affekteer ook noodsaaklike fasette van plant-metabolisme nl. (i) osmotiese
aanpassing (Crammer et al., 1990), (ii) opneem van voedingstowwe (Yang et al., 1990),
(iii) proteïen en nukleïensuur sintese, (iv) fotosintese (Hsiao, 1973), (v) ophoping van
opgeloste organiese stowwe, (vi) ensiem en hormonale aktiwiteite en balans (Pilet, 1983),
(vii) weefsel beserings en (viii) verandering in respiratoriese tempo (Alam, 1994).
Sout affekteer plantgroei verskillend op verskillende groeifases en in verskillende dele van
die plant (Lunin et al., 1963). Rys is byvoorbeeld baie gevoelig vir sout tydens die saailing-
en blomstadium (Akbar & Yabuno, 1977) en suikerbeet is weer meer verdraagsaam in
latere groeistadia maar is baie gevoelig tydens ontkieming (Beatty & Ehlig, 1973). Sout
affekteer ook die groei van die wortels minder as die van die stingels en blare (Robinson et
al. 1983). Die eerste reaksie van die plant op sout is die vermindering van blaargroei a.g.v.
verminderde osmotiese potensiaal (Munns, 1994). Nuwe blaargroei word aangehelp deur
die uitvoer van koolstof vanaf die volwasse blare. Soos die ouer blare doodgaan (tweede
reaksie fase) as gevolg van sout-geïnduseerde blaar nekrose (ioon-toksisiteit), verminder
die kapasiteit van die nuwe blaar om die verhoogde-sout konsentrasie, vanaf die wortels,
te hanteer (Volkmar et al., 1998). Die plant sal nou vinnig ingee, want die kapasiteit vir
kompartementering van ione neem baie af. In kort, die plant sal doodgaan want die tempo
waarteen die blare doodgaan is hoër as waarteen nuwe blare kan groei. Dit is dus
belangrik om kort- en lang-termyn effekte van sout te onderskei. Kort-termyn effekte is
gewoonlik die gevolg van osmotiese druk (verminderde blaargroei) eerder as ioniese
toksisiteit. By lang-termyn effekte van sout oorheers die ioon-toksisiteit en die druk wat
osmotiese verstelling op die koolstof bron plaas (Cramer, 1994).
Die balans tussen water en sout in hoër plante is sentraal in die daarstelling van
soutverdraagsaamheid (Shannon et al., 1995). Water beslaan omtrent 80% van plant-
weefsel en word benodig as 'n fisiologiese oplosmiddel, vervoermiddel vir voedingstowwe,
verdampende verkoelmiddel, 'n fisiese drukbron (selwandspanning) vir vorm en funksie
van die plantsel en die dryfkrag tot groei (Shannon et al., 1993). Plante verkry feitlik al hul
water vanaf die grondoplossing deur die wortels, maar het baie min beheer oor die water
en ioon konsentrasie van die grond. Die water en geselekteerde opgeloste stowwe
beweeg vanaf die grond deur die plant as gevolg van die verskil in osmotiese potensiaal
tussen die grond, wortels, blare en die atmosfeer. Feitlik al die water wat deur die plant
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7opgeneem is verdamp weer by die blaar oppervlakte en net 'n klein fraksie word deel van
die permanente plant struktuur. Die hoeveelheid water in 'n plant op 'n spesifieke tyd is
klein vergeleke met die hoeveelheid wat in die plant se leeftyd vanaf die wortel na die loof
deurbeweeg.
Die grond-wortel osmotiese gradiênt is die hoofkrag agter die absorpsie van water deur
die plant. Soos water deur die plant beweeg, as gevolg van sy potensiaalgradiênt, so filter
sout deur die biologiese membrane van die plant by wyse van verskillende aktiewe en
passiewe vervoer-meganismes (Volkmar et al., 1998). Die meganisme van ioon-vervoer
verskil baie (Glass, 1983), en die ioon-konsentrasie wat noodsaaklik is vir normale
sellulêre fisiologiese prosesse is baie klein.
1.3.3 loon opname en vervoer.
loon-vloei oor plant membrane is afhanklik van die elektriese gradïent of membraan
potensiaal en die chemiese gradïent oor die membraan (Noble, 1991). Vervoer-proteïene
betrokke by ioon-vloei kan deel vorm van pompe, draers en kanale. Pompe gebruik
metaboliese energie direk vir rigtingspesifieke vervoer, terwyl draers weer gekenmerk
word deur die opdraande vloei van een oplossing en die afdraande vloei van 'n ander. By
kanale is die vloei passief volgens die vrye energie gradïent.
Natrium beweeg passief vanaf die omgewing na die sitosol van die plantsel vanweê 'n
elektrochemiese potensiaalgradiênt van Na+ en die teenwoordigheid van deurlaatbare Na+
kanale in die plasmamembrane (Baker & Hall, 1988). Die spesifieke kanale is nie bekend
nie, maar daar word vermoed dat Na+ met K+ kompeteer vir K'-draers en ander katioon-
kanale (Rubio et al., 1995, Schachtman & Schroeder, 1994, Schachtman et al., 1991). Die
invloei veroorsaak nie net gevaarlike vlakke van Na+ in die plant nie, maar verhinder ook
die opname van K+. Die teenoorgestelde geld vir cr wat opgeneem word deur 'n aktiewe
vervoer sisteem, maar die sel passief kan verlaat. Wanneer plante blootgestel word aan 'n
oormaat NaCl, verminder die apoplastiese waterpotensiaal en ione akkumuleer in die
sitosol (Benzel et al., 1988). Die plantselle pas osmoties aan deur die sintese van
verenigbare, organiese, opgeloste stowwe en die ophoping van ione vanuit die eksterne
omgewing. Genotipes wat goed aangepas is teen soutdruk, reguleer ioon-opname oor die
plasmamembraan teen 'n tempo wat verenigbaar is met die kapasiteit van die vakuole om
sout te kompartementeer (Binzei et al., 1988). Dus, die transport-meganismes in die
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8membrane wat die invloei en uitvloei van ione reguleer, veral die wat betrokke is by die
Na+-opname en kompartementering van NaCI in vakuole, is van kritieke belang vir
aanpassing by soutstremming (Volkmar et al., 1998). Die membrane van belang is, (i) die
plasmalemma van die wortelkorteks en die epidermale selle, waar ione en water die plant
binnegaan, (ii) die tonoplast van die wortel- en loofsel vakuole en (iii) die plasmalemma
van die xileem- en parenchiemaleselle wat die skeiding tussen die wortel en loof beheer.
1.3.3.1 Osmotiese verstelling.
Met verhoogde soutkonsentrasies sal die lae osmotiese potensiaal van die grond-sout
oplossings dit noodsaaklik maak vir die plante om 'n laer intrasellulêre osmotiese
potensiaal te handhaaf anders sal die plante osmotiese uitdroging ondervind, want die
water salosmoties uit die selle na die grond beweeg (Maas & Nieman, 1978; Greenway &
Munns, 1980; Flowers et aL, 1977). Omdat die groei van selle primêr korreleer met
selwanddruk, sal verlaagde osmotiese potensiaal, wat verlaagde selwanddruk veroorsaak,
die hoofrede wees vir verminderde plantgroei by hoê soutkonsentrasies (Ashraf, 1994).
Die sitoplasma kan so min soos 1% van die selvolume beslaan (Winter et al., 1993) en
dit is uiters sensitief vir die kleinste verandering in sout vervoer na die sel. Die verskuiwing
van sout vanaf die sitoplasma na die vakuool veroorsaak 'n sterk osmotiese gradiênt oor
die vakuoliese membraan. Hierdie gradiênt word gebalanseer met verhoogde sintese van
oplosbare molekules in die sitoplasma, 'n proses wat osmotiese verstelling genoem word
(Wyn Jones & Gorham, 1983; McCue & Hanson, 1990). Osmotiese verstelling word
beskou as 'n belangrike aanpassing van plante by versouting, want dit help om
selwanddruk en selvolume vir groei te handhaaf. Talle van hierdie verenigbare opgeloste
stowwe is al geïdentifiseer, hulle het feitlik almal dieselfde eienskappe nl., 'n lae polêre
lading en hoë oplosbaarheid (Paleg et al., 1985). Hierdie opgeloste stowwe stabiliseer
ook die aktiewe konformasie van die sitoplasmiese ensieme, en beskerm dus die ensieme
teen anorganiese ione (Pollard & Wyn Jones, 1979; Smirnoff et al., 1990). Die lae
molekulêre massa, organiese komponente sluit in prolien (Shen et al., 1994), glisien-
betaan (Gorham et al., 1985; Storey & Wyn Jones 1975) en ander verwante kwaternêre
ammonium-komponente (Hanson & Burnet, 1994), pinitol (Thomas & Bohnert, 1993),
mannitol (Everard et al., 1994) en sorbitol (Briens & Lahrer, 1983). Die verhoging van
soutverdraagsaamheid deur osmotiese verstelling is waargeneem in gars en mielies
(Grumet & Hanson, 1986) en Th. bessarabicum (Gorham et al., 1985). 'n Wye reeks
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wat ontstaan as 'n reaksie op verhoogde soutinhoud (Lewis et al., 1997). Die plant word
beskerm teen die oksidasie deur vry radikale deur oplosbare molekules, soos mannitol
(Shen et al., 1997).
Die produksie van genoeg verenigbare, opgeloste stowwe is metabolies baie duur en dit
gebruik groot hoeveelhede koolstof wat andersins vir groei gebruik kon word (Greenway &
Munns, 1980). Osmotiese verstelling mag 'n aanpassing wees waarmee 'n plant kan
oorleef onder soutdruk, maar ten koste van groei ( die gevolg van ioniese toksisiteit, ioon-
tekort en fisiologiese prosesse).
1.3.3.2 Kompartementering van ione.
Wanneer die opgeloste sout die blaar van die plant bereik is daar net twee meganismes
om die sout uit die sitoplasma te hou. Sout-ione kan opbou in die apoplast , die netwerk
van spasies tussen die selle, of kan geïsoleer word binne die vakuool, 'n membraan-
omhulde ruimte binne die sel. Die opbou van die soute in die apoplast sal die osmotiese
gradiênt tussen die buite- en binnekant van die sel so vergroot dat die water uit die sel
beweeg en sellulêre ontwatering veroorsaak en later seldood. Die oorblywende opsie is
dat die sout gekompartementeer sal word in die selvakuool. Die vakuool beslaan omtrent
die hele sel-volume en is goed aangepas vir die kompartementering van die soutoplossing
(Canny, 1995).
Vir plante om in 'n sout-omgewing te kan groei moet daar gekoërdineerde kontrole van
ioon beweging wees, vanaf die omgewing na die wortel en deur die vaskulêre weefsel tot
by die blaarselle. Die kontrole word uiteindelik uitgeoefen deur ioon-vervoer oor die
membrane. Suksesvolle kompartementering van sout hang af van die ioon-vervoer deur
die plasmamembraan en tonoplast (Volkmar et al., 1998). Die Na+ elektrochemiese
gradiênt dikteer die passiewe invloei van Na+oor die plasmamembraan, (Niu et al., 1995).
Die uitvloei van Na+ is aktief (as gevolg van die hidrofobiese aard van die
plasmamembraan teen die termodinamiese gradiênt), word bemiddel deur Na+/H+-
teendraers in die tonoplast en word aangedryf deur H+ -afhanklike ATPase (Figuur 1.2)
(Rea et al., 1992). Die membraangebonde ATPase/H+ pomp vervoer protone oor die
membraan teen die elektrochemiese gradiênt en skep dus 'n elektriese membraan
potensiaal. Die energie vir die proses word deur die splitsing van ATP verkry. Vakuoliese
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kompartementering van Na+ verminder die sitosoliese vlakke van die ioon, wat 'n
"energieke afdraande" veroorsaak vir die verdere invloei van Na+.Aktiewe uitvloei van Na+
vanaf die sitosol oor die plasmamembraan en tonoplast is essensiêel vir totale
intrasellulêre opname en vakuool kompartementering. Die negatiewe membraanpotensiaal
van die plasmamembraan keer dat chloried-ione in die sitosol inbeweeg. Die vloei van
Na+-ione oor die membraan verskuif die elektrochemiese potensiaal en bevorder passiewe
invloei van cr deur spesifieke anioon-kanale ( Skerrett & Tyerman, 1994). cr speel net so
belangrike rol as Na+ in soutverdraagsaamheid (Flowers & Yeo, 1988). By
soutverdraagsame plante geskied die kompartementering van cr in die vakuole by 'n baie
hoë konsentrasie (Matile, 1988). Fluktuasie van die sitoplasmiese en vakuool cr
konsentrasies vergemaklik ook die vervoer van ander ione na die vakuool (Martinoia et al,
1987). Vakuool kompartementering van Na+ en cr is dus noodsaaklik vir
soutverdraagsaamheid, want dit fasiliteer osmotiese verandering vir seluitsetting en die
behoud van selwanddruk.
Wanneer die Na+ in die selvakuool is, is dit baie geneig om terug te lek na die sitoplasma
as gevolg van die groot konsentrasie verskil tussen die twee kompartemente. Hierdie
lekkasie verhoog weer die tempo waarmee Na+ terug in die vakuool gepomp moet word
(Maathuis et al., 1992). cr salook lek, maar net as die lekkasie van Na+ die punt bereik
waar die vakuool nie meer positief gelaai is ten opsigte van die sitoplasma nie. Baie suiwer
vakuole is geïsoleer uit Suaeda maritima en het hoogs versadigde vetsure en ander
lipiede bevat wat aanleiding gee tot verminderde deurlaatbaarheid vir NaCI (Leach et al.,
1990). Daar is gevind dat die tonoplast katioon-kanale waardeur Na+ teruglek na die
sitoplasma, toe is by normale fisiologiese Na+ konsentrasies in die geïsoleerde vakuole
van S. maritima (Maathuis et al., 1992). In die afwesigheid van lekkasie sal 'n relatiewe lae
vlak van tonoplast H+-ATPase aktiwiteite nodig wees om NaCI kompartementering te
behou (10% in volwasse selle en 'n bietjie meer in ontwikkelende selle)(Maathuis et al.,
1992).
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Figuur 1.2 Skematiese voorstelling van die moontlike paaie van Na+vervoer oor plantmembrane
(Amtmann & Sanders, 1999).
1.3.3.3 loon uitsluiting.
Sout uitsluiters het die vermoë om die vervoer van sout na die loof te beperk. Dit is
moontlik dat toksiese ione soos Na+, wat in groot hoeveelhede geabsorbeer word,
gereabsorbeer word vanaf die loof of die wortels en dan gestoor word en teruggeplaas
word na die grond (Winter, 1982; Winter & Preston, 1982). Boontjie plante sluit Na+ uit
deur dit in die basale dele van die plant te hou, maar terselfdertyd cr na die res van die
plant te vervoer (Jacoby, 1964). Soutverdraagsaamheid in 'n sekere mielie genotipe word
ook toegeskryf aan die vermoë van die plasmalemma in die wortel epidermis en korteks
om Na+ meer doeltreffend uit te sluit as wat die geval is in 'n sensitiewe genotipe
(Schubert & Lêuchli,1990).
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1.3.3.4 Na+' K+ diskriminering en die rol van Ca2+.
Hoë sout konsentrasies in die wortel medium versteur die voedingsstatus van die plant.
Die opname en vervoer van belangrike voedingstowwe soos K+ en Ca2+ word erg
belemmer deur sout stremming, wat uiteindelik die soutverdraagsaamheid van die plant
nadelig beïnvloed onder toestande van lae voedingsstof beskikbaarheid (Kuiper, 1984).
Regulering van ioon-selektiwiteit, spesifiek Na+/K+ diskriminasie speel 'n belangrike rol in
soutverdraagsaamheid (Gorham, 1993). Die meeste sout-geaffekteerde gronde het meer
Na+ as K+ (Hale & Orcutt, 1987; Omielan et al., 1991; Nevo et al., 1992). Plante verkies
om meer K+ as Na+ op te neem (Schroeder et al., 1994) en doen dit deur Na+ te verhinder
om in die transpirasie stroom te kom deur die toevoer van Na+ en cr na die loof te
kontroleer (Gorham, 1988; Dvorak et al., 1994). Hoë vlakke van K+ in jong groeiende
weefsel word geassosieer met soutverdraagsaamheid in baie spesies (Gorham, 1993;
Storey et al., 1993; Khatun & Flowers, 1995). Th. etongatum is gevind om baie meer
soutverdraagsaam te wees as Th. intermedium (Elzam & Epstein, 1969). Die verskil in
soutverdraagsaamheid was gesetel in die hoër opname van K+ deur Th. etongatum
(Flowers et al., 1977).
As soutgeaffekteerde plante met 'n oorvloed Ca2+ behandel word, verminder dit die
toksisiteit van die Na+ (Hyder & Greenway, 1965). Natrium-ophoping word verlaag, die
weefsel K:Na verhouding word verhoog, wortel verlenging word gedeeltelik herstel en loof-
kalsium-vlakke verbeter (Kawasaki & Moritsugo, 1978; Lynch & Lauchli, 1984 en Cramer
et al., 1987,1989). Dit word aangeneem dat kalsium die opname van Na+ verlaag deur die
passiewe invloei van natrium oor die plasmalemma van die wortelselle te beperk. Die
teenwoordigheid van K+ en Ca2+ ione verminder dus die vloei van Na+ na plasmaselle
(Jacobsen et al., 1961; Lahaye & Epstein, 1971; Maathuis & Prins, 1991) en verminder so
Na+ skade.
1.3.3.5 Hormonale verstelling.
Hormone soos sitokinien, gibberellien, ouksien en etileen dra skynbaar by tot die
soutverdraagsaamheid van plante, maar die mees oortuigende bewyse dui op 'n rol vir
absissiensuur (ABA)(Vaadia, 1976). ABA verminder die verlies van water deurdat dit die
sluiting van die huidmondjie bewerkstellig en wateropname van die wortel verhoog. Dit
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bevorder ook ontwikkelings-veranderinge wat die plant meer verdraagsaam maak,
naamlik: (i) verminderde groei van die loof, (ii) verkleining van die blaaroppervlakte, (iii)
stimulering van wortelverlenging, laterale wortelgroei en wortelhaar ontwikkeling (Hartung
& Davies, 1994). ABA speelook In belangrike rol by die beheer van die Ca2+-geaktiveerde
cr kanale, Ca2+-kanale en K+-kanale (Blatt, 1993). Verhoogde ABA-vlakke is gevind om
hand aan hand te gaan met verhoogde vlakke van osmotien ('n lae molekulêre gewig
proteïen). Die rol van osmotien in die daarstelling van soutverdraagsaamheid is nog nie
bekend nie (Singh et al., 1987).
1.4 Natuurlike omgewing.
Verskillende faktore in die plant se atmosferiese omgewing affekteer
soutverdraagsaamheid. Meeste gewasse is meer soutverdraagsaam in vogtige en koel
weer as in warm, droë weer (Magistad et al., 1943). Boontjies is omtrent twee keer so
soutverdraagsaam as dit in lae temperature met hoë vogtigheid groei as wanneer dit aan
hoë temperature met lae vogtigheid blootgestel word (Hoffman & Rawlins, 1970). Hoë
atmosferiese vogtigheid verhoog die soutverdraagsaamheid deurdat die transpirasie
tempo verlaag word. Soutverdraagsaamheid neem weer af by hoë lig-intensiteit (Nieman &
Poulsen, 1971) en lae suurstof konsentrasies (Aceves et al., 1975).
1.5 Morfologiese aanpassings.
Die mees klaarblyklike effek van sout is die belemmering van groei. Hierbenewens
veroorsaak versouting ook strukturele verandering wat die plant se waterbalans of
waterstatus verander (Robinson et al., 1983). Hierdie strukturele veranderings behels
verminderde en kleiner blare, verhoogde sapperigheid, verdikking van die blaar-kutikel,
wasagtige lae op die blaar-oppervlak, verminderde differensiasie en ontwikkeling van die
vaskulêre weefsel en vervroegde verhouting van die wortels. Hierdie modifikasies verskil
van plant-spesie tot plant-spesie en ten opsigte van verskillende grade van versouting
(Maas et al., 1978).
Chloried-versouting lei tot vermeerdering van plantweefselsap vanweë verlenging van die
palissade-selle wat op hul beurt die interne ioon-konsentrasie verdun en die verkleining
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van die blaaroppervlakte tot gevolg het (Longstretch et al., 1979; Brugnoli et al., 1991). Dit
lyk asof die sout die struktuur van die vaskulêre weefsel verander en die water geleiding
van die plant verminder sodat daar verminderde transpirasie plaasvind (Robinson et al.,
1983; Longstretch et al., 1979). Die wortels word direk blootgestel aan die sout-
omgewing, maar die wortels word minder deur die sout geaffekteer as die groei van die
vegetatiewe lote (Robinson et al. 1983). Die laer loof:wortel verhouding verbeter die
waterbalans deur die potensiaal van water-absorpsie te handhaaf en transpirasie te
verminder (Lauchli & Epstein, 1990).
1.6 Bykomstige meganismes wat soutverdraagsaamheid verhoog.
Bykomstig tot die vermoë om NaCI te kompartementeer en om verenigbare osmotikums te
vorm het halofiete diverse, sekondêre meganismes om 'n oorvloed sout te hanteer.
Sekere halofiete het soutkliere (Balsamo & Thomson, 1993,1996) en soutbiase (Schirmer
& Breckle, 1982; Freitas & Breckle, 1992) om tydelik hoë vlakke van NaCI te hanteer. Nie
alle soutverdraagsame plante het sout-uitskeidings organe nie, maar die wat het kan 50%
en meer van die sout wat die blaar binnekom, uitskei. Versapping kan gedefinieer word as
hoë water inhoud per eenheid blaar oppervlakte en is 'n tipiese morfologiese reaksie teen
hoë sout konsentrasies. Versapping verminder die effek van oortollige sout in die blare
deurdat die NaCI in die blare verdun word (Kramer, 1984). Halofiete kan in die
aanwesigheid van sout die doeltreffendheid van hul watergebruik verhoog sodat net 'n
minimale hoeveelheid water getranspireer word vir elke eenheid van groei (Guy et al.,
1980).
1.7 Genetiese kompleksiteit van soutverdraagsaamheid.
Feitlik al die ekonomies bruikbare kenmerke van gewasse is poligenies in oorerwing en die
genotipes vir hierdie kenmerke kan nie geredelik bepaal word nie, want dit word sterk
gemodifiseer deur die omgewing. Vanweê die onverkrygbaarheid van isogeniese lyne wat
net van mekaar verskil ten opsigte van soutverdraagsaamheid, is feitlik alle fisiologiese
studies beperk tot vergelyking tussen verskillende spesies en variëteite met skynbare
betekenisvolle genetiese verskille. Natuurlik-ontwikkelde soutverdraagsaamheid is 'n
kwantitatiewe, poligeniese kenmerk wat geassosieer word met vele morfologiese en
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biochemiese aanpassings (Shannon, 1984,1985; Tal, 1984,1985; Epstein & Rains, 1987;
Cushman et al., 1989). Verskillende spesies het ook soutverdraagsaamheid bekom deur
verskillende paaie van evolusie. Die vlak van genetiese kompleksiteit by plante blyk
duidelik uit studies met verskillende spesies soos rys (Yeo et al., 1988), gars (Forster et
al., 1990), tamatie (Saranga et al., 1992), verskillende grasspesies (Ashraf et al., 1986),
duiweboontjie (Subbarao et al., 1990) en koring (Schachtman & Munns, 1992). Die
reaksie van disomiese chromosoom addisielyne (Thinopyrum elongatum na tetraploïede
koring, Triticum durum of heksaploïede koring Triticum aestivum, "Chinese Spring") op
verhoogde soutkonsentrasie het gewys dat verskeie chromosome bydra tot Na+-uitsluiting
(Gorham, 1994).
Verskeie, onafhanklike fisiologiese meganismes dra moontlik by tot soutverdraag-
saamheid, naamlik: (i) veranderde plasmamembraan H+-ATPase aktiwiteit (Reuveni et al.,
1993), (ii) osmotiese verstelling, (iii) kompartementering van Na+ en cr (Binzei et al.,
1988), (iv) meer effektiewe Na+-uitsluiting (Binzei et al., 1989) en (v) ophoping van
osmotien en verminderde groeitempo (Bressan et al. 1987). Die uiteenlopendheid van die
kenmerke dui op veelvuldige pleiotropiese of epigenetiese interaksies wat die assosiasie
tussen die fisiologiese meganismes en die spesifieke genetiese veranderings bemoeilik
(Warne et al. 1995).
1.8 Teling vir soutverdraagsaamheid.
Soutverdraagsaamheid kan gedefinieer word as volgehoue plantgroei in die
teenwoordigheid van NaCI en die basiese telings-beginsels berus op die teenwoordigheid
van genetiese variasie vir soutverdraagsaamheid tussen verskillende genotipes. Ten
spyte van die teenwoordigheid van genetiese variasie is daar nog min soutverdraagsame
kultivars vrygestel (Noble & Rogers, 1993). Die stadige vooruitgang is te wyte aan 'n
kombinasie van verskillende faktore: (i) onvolledige kennis van die sout-effek op plante, (ii)
onvoldoende middele vir die meting en bepaling van soutverdraagsaamheid, (iii)
ondoeltreffende seleksiemetodes, (iv) die komplekse aard van die ioniese en osmotiese
effekte van sout op die plant en (v) die verandering van soutverdraagsaamheid tydens
plant -ontwi kkeli ng.
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Oor die laaste 15 jaar het pogings om die soutverdraagsaamheid van graangewasse te
verbeter op vier strategieê berus (Shannon, 1984), nl.
geleidelike verbetering van gewasse deur konvensionele teling en seleksie.
die verbastering van gewasse met hul verwante wilde spesies wat reeds
soutverdraagsaam is.
die domestikasie van soutgeharde wilde spesies deur teling en seleksie vir
verbeterde akkerboukundige prestasie.
biotegnologiese strategieê waar gene vir soutverdragsaamheid geïdentifiseer,
gekloon en gemanipuleer word.
Die fisiologiese maatstawwe vir die teel van soutverdraagsaamheid is osmotiese
verstelling, K+/Na+selektiwiteit, Na+uitsluiting, fotosintese en transpirasie tempo (Morant-
Avice et al., 1999).
1.8.1 Geen-oordrag deur wye hibridisasie in die tribus Triticeae.
In Europa het moderne planteteelt omtrent 100 jaar gelede begin vanaf 'n wye reeks
primitiewe populasies (landrasse) uit die verskillende hoeke van Rusland, Duitsland,
Frankryk en Engeland (Rëbbelen, 1978). Die ontwikkeling van verbeterde kultivars was
hoofsaaklik toegespits op die aaneenlopende kombinering van voortreflike gene, behoud
van die beste kombinasies en die ontslae-raak van die slegter tipes. Dit het oor tyd gelei
tot die vernouing van die genetiese basis van die verboude gewasse.
Die gevaar van vernouing van die genetiese basis en die genetiese kwesbaarheid van die
graangewasse bly 'n kopseer wêreldwyd (Gill et al., 1983; Feldman & Sears, 1981; Sears,
1981; Feldman, 1988). Die voortdurende verlies aan genetiese variasie, lei tot die verlies
van toekomstige genetiese opsies vir noodsaaklike aanpassings in kultivars en landbou-
produksie (Jiang et al., 1994). Die gewas se genepoel voorsien die basiese rou materiaal
vir seleksie vir aanpassing in geval van 'n toename in biotiese of abiotiese druk,
veranderde gebruikersvoordele, veranderde omgewing en die groei van die wêreld-
bevolking. Vir die redes is dit nodig om ook die genetiese variasie te ontgin wat opgesluit
is in wilde gras-spesies wat verwant is aan die verboude graangewasse. Hierdie spesies is
'n ryk bron van variasie vir 'n wye reeks van kenmerke. Die wilde spesies het verskillende
Stellenbosch University http://scholar.sun.ac.za
17
grade van verwantskap met die verboude graangewasse (Sears, 1981 ). Die mees
voordelige metode vir geen-oordrag vanaf enige spesie word bepaal deur die evolusionêre
afstand tussen die donor en ontvangerspesies (Kimber 1984; Feldman 1988 ). Dus, die
graad van homologie (ooreenkoms), homoeologie (gedeeltelike ooreenkoms) of nie-
homologie (geen ooreenkoms) van die wilde spesie chromosome ten opsigte van die
ontvanger-gewas se chromosome, moet bekend wees.
In interspesie en intergeneriese geen-oordrag is daar drie noodsaaklike stappe, ongeag
die homologie tussen die skenker en ontvanger chromosome. Dit is:
identifisering van spesie aanwinste met wenslike kenmerke.
oordrag van 'n spesie chromosoom of chromosoomsegment met die teikengene
daarop
rekonstruksie van die graangewas-genotipe met behoud van die teikengeen en die
kleinste moontlike hoeveelheid vreemde genetiese materiaal.
Om die regte metode te kies vir die oordrag van vreemde gene is daar drie kriteria
waaraan voldoen moet word (Kimber & Feldman, 1987).
In eenvoudige en effektiewe siftings-metode wat toelaat dat die kenmerk wat
oorgedra word, maklik herken kan word.
die teikenkenmerk moet eenvoudig oorge-erf word.
die geen moet uitgedruk word en maklik waarneembaar wees in die genetiese
agtergrond van die ontvanger-kultivar.
Hierdie vereistes beperk die kenmerke wat geteiken word vir oordrag na graangewasse.
Siekteweerstandsgene word meestaloorgedra aangesien die oorerwingswyse gewoonlik
eenvoudig is en maklike siftingmetodes vir die teikengeen bestaan.
Die taksomiese verskeidenheid van halofiete verhoog die moontlikheid dat
soutverdraagsaamheid by gewasse ingevoer kan word deur wye kruisings (Epstein et al.,
1980). Gewasse met soutverdraagsame, wilde familielede sluit in, koring (het verwantskap
met Aegilops, Thinopyrum en ander wilde spesies van die Triticeae (Figuur 1.3)(Gorham &
Wyn-Jones, 1993), gars (Aronson, 1989), tamatie (Asins et al., 1993) en voerbeet
(Rozema et al., 1993). 'n Geen, (+Kna~, vir verhoogde K+/Na+diskriminasie is by wyse
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van konvensionele kruisings vanaf broodkoring (Triticum aestivum) na durumkoring (T.
turgidum) oorgedra en die hibried vertoon verhoogde soutverdraagsaamheid (Dvorák et
al., 1994). Soutverdraagsaamheidsgene vanaf Triticum tauschii is ook uitgedruk in
heksaploïede koring (Schachtman et al., 1992). Die hoop om soutverdraagsaamheid te
verbeter met glikofiet-halofiet kruisings is nog nie heeltemal vervul nie, as gevolg van die
multigeniese aard van halofietiese soutverdraagsaamheid (Flowers & Yeo, 1995). Die
oordrag van poligenies-bepaalde soutverdraagsaamheidsgene vanaf Thinopyrum spesies
sal moeilik wees, alhoewel daar reeds vordering gemaak is met die ontrafeling van die
genetiese beheer van die kenmerk.
• HENRARDIA
ASPERELLA
Figuur 1.3 Susesvolle intergeneriese hibriede wat reeds binne die tribus Triticeae gemaak is
(Sakamoto, 1973).
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1.8.2 Soutverdraagsaamheid in die tribus Triticeae.
Genetiese ontleding van kwantitatiewe kenmerke toon dikwels dat 'n hanteerbare aantal
chromosoom segmente groot invloed het op ingewikkelde fisiologiese kemerke (Prioul et
al., 1997). Daar is gevind dat chromosome 3 en 5 van verskillende Triticeae spesies
konstant betrokke is by soutverdraagsaamheid (Zhong & Dvërák, 1995). In die Triticeae,
fasiliteer chromosoom 4D ook altyd K+/Na+ diskriminasie (Gorham & Wyn-Jones, 1989).
Daar mag dus 'n gelyksoortige basis vir verdraagsaamheid in die verskillende spesies van
die tribus Triticeae wees (Forster, 1992). Dit beteken dat die mees geskikte benadering vir
geen-oordrag, genoom skommeling na wye hibridisasie is, of die toevoeging van heel
chromosome.
Ondersoek van addisies van Thinopyrum elongatum (Host) Love chromosome na
broodkoring het getoon dat 'n aantal chromosome bydra tot soutverdraagsaamheid van
die volle amfiploïed (Dvorák et al., 1988). Die mees dramatiese verhoging is verkry met die
aanwesigheid van chromosoom 3J (Omielan et aL, 1991) terwyl die groep 2 chromosome
soutverdraagsaamheid verminder het. By Th. bessarabicum is dit chromosoom 5J wat
bydra tot soutverdraagsaamheid van die addisielyne in Chinese Spring (Mahmood &
Quarrie, 1993). Die effek van chromosoom 5J is die uitsluiting van Na+ en cr ione na die
jonger blare en die ophoping van K+ in die jong weefsel.
1.9 Tempo van waterverlies.
Lae tempo van waterverlies (TWV) deur die plant kutikel word gesien as 'n belangrike
droogte oorlewings meganisme (Oppenheimer, 1960). Genotipiese verskille in TWV kan
gebruik word vir die sifting van verskillende genotipes in koring (Winter et al., 1988) en
ander gewasspesies (Jordan et al., 1984) vir aanpassing by droë groeikondisies. Die
kenmerk toon middelmatige oorerflikheid (Clarke & Townley-Smith, 1986) en lae tempo
van waterverlies word geassosieer met hoë graanopbrengs by durum koring onder droë
toestande (Clark et al., 1989), maar die optimale telings strategie vir die tempo van
waterverlies in nog onbekend.
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Epikutikulêre was speel 'n belangrike rol in plant-water verhoudings Die chemiese aard
van epikutikulê was skep 'n deurlopende hidrofobiese waterskeiding, wat waterverlies deur
die plant verminder deurdat die transpirasietempo verlaag word (Uddin & Marshall, 1988).
Die tribus Triticeae van die grasfamilie, Gramineae, bestaan uit ongeveer 325 spesies
(Dewey, 1984) wat deur Love (1984) in 38 genera geklassifiseer is volgens hul genomiese
verwantskappe. Van die vernaamste verboude graangewasse, koring, gars en rog, is lede
van die tribus Triticeae. Meer as 75% van die spesies van die Triticeae is meerjarig en
sluit verskeie spesies in waarvan die natuurlike habitatle verskillende mates van
soutverdraagsaamheid vereis (Gorham et al, 1985). Die basiese genoom van die Triticeae
is sewe paar homoloë chromosome, wat impliseer dat almalontwikkel het uit 'n
gemeenskaplike voorouer (Dvorák, 1980). Deur die evolusionêre proses is die basiese
genoom gewysig, maar 'n groot mate van chromosomale homologie het behoue gebly, wat
voorspel dat oordrag van gene tussen die verwante spesies van die Triticeae moontlik is
(Gale & Miller, 1987). Die Triticeae kom wyd verspreid voor in al die klimaat-streke van
die wêreld, van warm tot koud, en in areas met jaarlikse reënval wat wissel van 1000 mm
tot so min as 100 mm.
1.10.1 Die genus Thinopyrum.
Meer as 100 meerjarige grassoorte met een syaar per aarnode is oorspronklik
geklassifiseer in 'n komplekse genus, Agropyron B.P. (Cauderon, 1966, 1979). 'n Meer
onlangse taksonomiese klassifikasie van die genus deur Love (1982, 1984) en Dewey
(1984) is ge-grond op genomiese verwantskappe tussen spesies. Dewey (1984)
klassifiseer slegs die spesies met die P-genoom onder Agropyron, wat Agropyron
reduseer tot 10 spesies en 19 subspesies. AI die ander voormalige Agropyron spesies
word nou geklassifiseer in nuwe genera volgens hul genoom of genome: Critesion (H),
Psathyrostachys (N), Pseudoroegneria (S), Thinopyrum (J), Elytrigia (SX), Leymus (IN),
Elymus (SHY) en Pascopyron (SHJN)( X enY dui ongespesifiseerde genome aan).
Volgens Dewey (1984) bestaan Thinopyrum (afgelei van die Griekse woorde wat "strand"
en "koring" beteken) uit sowat 20 spesies binne drie spesiekomplekse, elkeen met sy eie
status as seksie.
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Die seksie Thinopyrum sluit die spesies van die Th. junceum kompleks in, soos Th.
bessarabicum, Th. disticum, Th. junceiforme, Th. junceum en Th. runemarkii. Hierdie is
almal maritieme grasse wat aan die kus van die Baltiese See, Meditereense See en die
NoordSee groei, behalwe Th. disticum wat aan die kuslyne van die Wes Kaap en
Oostelike Provinsies van Suid-Afrika groei. Die spesies is meestal selfbestuiwend.
Die seksie Lophopyrum bestaan uit die spesies van die Thinopyrum elongatum kompleks,
soos Th. caespitosum, Th. curvifolium, Th. elongatum, Th. ponticum en Th. scirpeum.
Hierdie spesies kom natuurlik voor langs die kus van die Meditereense See, en ook
binnelands in die soutgebiede van die Midde-Ooste en Europese Rusland. Die spesies is
self- en kruisbestuiwend.
Die derde seksie, Trichophorae, bestaan uit die spesies van die Thinopyrum intermedium
kompleks, die mees bekende is Th. gentryi, Th. intermedium en Th. podperae. Hierdie
spesies word gevind in die binnelandse streke van Europa, die Midde-Ooste en Sentrale
Asië en is oorwegend kruis-bestuiwend.
Verskeie Thinopyrum spesies is soutverdraagsaam (Mcguire & Dvërák, 1981). In hierdie
spesies is die volgende kenmerke geassosieer met lang termyn soutverdraagsaamheid
(Wyn-Jones & Gorham, 1989).
die handhawing van hoë K+konsentrasies, veral in die jong weefsel
beheer oor die vervoer van Na+en cr
minimale osmotiese regulering
hoë watergebruik doeltreffendheid
sout ge-induseerde verandering van blaarwas en stomatale frekwensies
hoë glisienbetaan inhoud, veral in die jong ontwikkelende blare.
1.10.1.1 Thinop yrum distichum.
Thinopyrum distichum (2n = 4x =28 )(Thunb.) Love, is 'n strandkoringgras inheems aan
die kuslyn van die Wes Kaap en Oostelike Provinsies van Suid-Afrika. Dit is 'n baie
geharde, stadig-groeiende maritieme gras wat op sandduine groei, (soms) onder die
hoogwater-merk en wat by tye oorspoel word deur seewater. Dit is 'n meerjarige gras wat
hoofsaaklik selfbestuiwend is, maar ook vegetatief kan voortplant met wortelstok-sylote
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(Pienaar, 1981). Pienaar (1981, 1983) het gevind dat Th. distichum 'n segmenteie
allotetraploïed is met genome verskillend van die van koring. Meiotiese studies het gewys
dat die genoom van Th. distichum (J1d J1d J2d J2d) eiesoortig is, maar baie nou verwant is
aan die genome van Thinopyrum elongatum (Je Je) en Thinopyrum junceiforme (J1J1J2J2)
(Pienaar et al., 1988). Die twee genome, J1d en J2d, deel 'n groot mate van homologie
maar verskil van mekaar in sekere chromosoom-segmente weens ten minste twee
resiproke translokasies. Op grond van die C-band kariotipe van Th. distichum (Littlejohn &
Pienaar,1994; Pienaar, 1981) kon die 28 chromosome opgedeel word in sewe groepe van
vier. Die genus Thinopyrum is 'n ryk bron van potensieël nuttige gene wat vir die
verbetering van verboude gewasse gebruik kan word en hieronder resorteer:
meerjarigheid
weerstand teen blaar-, stam- en streeproes
streep-mosaïek-virus-weerstand
sout- en droogte-verdraagsaamheid
verhoogde aantal blommetjies per syaar
verhoogde graan-proteïeninhoud
apomiksie.
Thinopyrum distichum (Fig.1.4) is goed aangepas om in onvrugbare sandduine te groei.
Dewey (1960) het met veldproewe getoon dat Th. distichum redelik soutverdraagsaam is.
Onder kweekhuis toestande was Th. disticum net so soutverdraagsaam soos Th.
elongatum (Littlejohn, 1988). Thinopyrum distichum is dus 'n goeie bron van
soutverdraagsaamheidsgene vir die verbetering van graangewasse.
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Figuur1.4 Thinopyrum distichum.
1.10.2 Secale cereale (verboude rog).
Die enigste verboubare spesie van die genus Secale is Secale cereale en naas koring en
gars is rog die derde mees verboude graangewas (Bushuk, 1976). Rog is "n eenjarige
gewas, aangepas by gebiede met koue winters en warm, droë somers, waar rog se
opbrengs baie beter is as die van ander graangewasse. Rog is baie gehard en het die
vermoê om in suur en sanderige, onvrugbare grond te groei, daarom is rog meer geskik
om in marginale terreine te verbou waar ander graangewasse nie kan oorleef nie. Rog het
die wydste verspreiding van al die graangewasse. Dit maak omtrent 2-3% van die globale
graanproduksie uit, en 90% van die wêreld se rog produksie geskied in Europa. Rog word
meestal gebruik vir die maak van rog-brood (swart brood), rog-beskuitjies en tot 'n mindere
mate vir dierevoer. In die V.S.A. en Kanada word dit ook gebruik vir die produksie van rog-
whisky. AI is rog grootliks 'n graangewas word dit ook verbou vir veevoer, veral vir vroeê
lente weiding (Evans, 1993).
Behalwe die kunsmatige poliploïede variêteite, is alle Secale spesies diploïed (2n = 2x =
14) (Deodikar, 1963). Rog is "n oopbestuiwende spesie met "n gametafietiese
selfonverenigbaarheids-sisteem (Hoffman et al., 1981). Rog-kultivars is hoogs
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heterosigoties, anders as koring, gars en hawer wat weer hoogs homosigoties is. Die
telings-proses van S. cere ale behels gewoonlik net deurlopende oopbestuiwing en
massaseleksie. Sintetiese tetraploïede kultivars is meestal minder suksesvol. Deesdae
kan selfonverenigbaarheid in rog geneutraliseer word deur gene vir selfvrugbaarheid
(Hoffman et al., 1981). Met die gene kan telers nou ingeteelde lyne en hibriede maak
(Geiger, 1982). Die eerste hibried-kultivars is in 1984 vrygestel en raak al hoe belangriker
in kommersiële rog-teling (Geiger, 1990). Die groot voordeel van hibriede bo
oopbestuiwende kultivars is 'n opbrengs-verhoging van 10-15% en verbeterde omval-
weerstand vanweë die verkorte halms.
1.11 Molekulêre merkers vir die seleksie van soutverdraagsaamheid.
Teling vir soutverdraagsaamheid word beperk deur die kompleksiteit van die kenmerk.
Daar is nog steeds onvoldoende genetiese kennis van die komponente van
verdraagsaamheid, baie min, of geen, korrelasie van verdraagsaamheid in verskillende
ontwikkelings-fases en daar is ook nie effektiewe seleksie-maatstawwe nie. Soutverdraag-
saamheid, by elke fase van plant-ontwikkeling, word beheer deur meer as een geen en
word ook baie beïnvloed deur omgewings-variasies ( Shannon, 1985; Fooland & Jones,
1991,1993; Fooland, 1996,1997). Een manier om seleksie en teling vir komplekse
kenmerke, soos soutverdraagsaamheid, te vergemaklik, is die identifisering en
aanwending van maklik oorerfbare genetiese merkers wat geassosieer kan word met die
kenmerk van belang (Tanksley & Rick, 1980; Lander & Botstein, 1989; Lande &
Thompson, 1990; Stuber et al., 1992; Dudley, 1993; Tanksley 1993 & Fooland et al.,
1995).
Molekulêre merkers is gevolglik van groot nut in genetiese studies, mits hulle oor die
volgende eienskappe beskik:
hulle hoogs polimorfies is.
hulle ko-dominant oorge-erf word sodat daar tussen homo- en heterosigote
onderskei kan word in diploïede organismes.
hulle oorvloedig en eweredig dwarsdeur die genoom voorkom.
hulle maklik bekombaar is.
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die toets daarvoor maklik en vinnig is en die moontlikheid van outomatisering
bestaan.
hulle hoogs reproduseerbaar binne en tussen laboratoriums is.
Polimorfiese molekulêre merkers is al dikwels suksesvol gebruik vir die identifisering en
kartering van kwantitatiewe-kenmerk-Iokusse (QTLs; Martin et al., 1989; Paterson et al.,
1991; Stuber et al., 1992). Die ontwikkeling van DNA-merkers soos RFLPs (restriksie-
ensiem-fragment-Iengte-polimorfismes; Botstein et al., 1980) en RAPOs (Iukraak-
geamplifiseerde polimorfiese DNAs; Welsh & McClelland, 1990; Williams et al., 1990) het
dit moontlik gemaak om QTLs op te spoor en die genetiese effekte daarvan te bepaal.
Wye-kruisings programme wat lei tot die invoer van baie ongewenste eienskappe, tesame
met die teikengeen(e), kan gebruik maak van molekulêre merkers vir die vinnige en
effektiewe bestuur van die segregerende generasies (Dudley, 1993).
1.11.1 RAPD-merkers.
Veelvuldige amplifikasie-produkte vanaf setels wat verspreid deur die genoom voorkom
kan gegenereer word deur die amplifisering van genomiese DNA met een kort ( 9 of 10
basispare), lukrake oligonukleotied inleier onder lae strengheid kondisies ( Williams et al.,
1990; Welsh & McCleland, 1990). Die polimerase kettingreaksie (PKR) kan op verskeie
wyses gebruik word om molekulêre merkerfragmente te genereer. Die metodes verskil ten
opsigte van die spesifieke kondisies van amplifikasie, of die wyse waarop die
geamplifiseerde produkte geskei en gevisualiseer word, en sluit in: RAPDs, AP-PCRs
(lukrake inleier polimerasekettingreaksie ; Welsh & McClelland, 1990) en OAFs (DNA-
amplifikasie vingerafdrukking ; Caetano-Anolles et al., 1991). RAPD merkers is in die
huidige studie gebruik.
RAPDs is baie sensitief vir DNA en Mg2+ konsentrasies, polimerases en bindings-
temperatuur (Devos & Gale, 1992) en skep dus probleme van reproduseerbaarheid
(Penner et al., 1993; Skroch & Nienhuis, 1995). RAPD-merkers word gemanifesteer as die
teenwoordigheid of afwesigheid van fragmente en is dus 'n dominante merker.
Heterosigote kan dan nie akkuraat van dominante homosigote onderskei word nie
(Williams et aL, 1993). As gevolg van die lukrake aard van die genomiese toetsing is
RAPD-merkers nie die aangewese tegniek om te gebruik wanneer die verskille tussen
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hoë vlakke van polimorfisme
geen radioaktiwiteit
geen vooraf kennis van die genoom is nodig nie
die universele inleiers werk in enige genoom
slegs 'n klein hoeveelheid genomiese DNA word benodig
metodes is eksperimenteel eenvoudig
'n vinnige en eenvoudige analise
goedkoop
kan gebruik word om QTLs op te spoor.
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twee genome wat vergelyk word uit 'n baie klein genomiese fraksie bestaan nie (0.001%
van die genoom of kleiner). RAPD-merkers word wel effektief gebruik as daar vir 'n groot
genoeg fraksie van die genoom volgorde variasie bestaan, bv. skenker genoom segmente
in naby-isogeniese lyne na 'n paar terugkruisings (1-10% van die skenker genoom) en in
bulk-segregaat analises (Michelmore et ai., 1991).
Ten spyte van dié beperkinge, het RAPD-merker tegnologie ook baie voordele (Rafalski,
1994). Dit is naamlik:
Daar is nie 'n enkele merker-sisteem wat 100% ideaal is nie, maar RAPD-merkers is 'n
baie waardevolle werktuig vir enige molekulêre genetikus.
1.11.2 AFLP-merkers.
Geamplifiseerde fragment lengte polimorfisme (AFLP) merkers is ontwikkel deur Zabeau
en Vos (1993) en is gebaseer op die selektiewe amplifikasie van totaal verteerde
genomiese DNA met die gebruik van polimerase ketting reaksie (PKR)(Saiki et al., 1988).
Genomiese DNA word verteer deur 'n hoë frekwensie ("frequent") snyer (Mse1) en 'n
skaars ("rare") snyer (EcoR1) en dubbelstring DNA aansluiters ("adapters") word geligeer
met die DNA fragmente om 'n DNA templaat daar te stel vir amplifikasie. Komplementêre
inleiers vir die aansluiters en die verteringssnypunt word ontwerp met twee of drie
selektiewe nukleotiede aan die 3' kant van die inleiers. Die verterings fragmente sal net
geamplifiseer word as die nukleotiede langs die verteringssnypunt korreleer met die
selektiewe nukleotiede. Net een van die inleiers wat gebruik word vir die selektiewe
amplifikasie word gemerk sodat slegs die verteerde fragmente met die inleiersnyplek van
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die gemerkte inleier sigbaar sal wees. Hierdie geamplifiseerde fragmente kan ontleed
word deur gel elektroforese. Om die fragmente te visualiseer, word die inleiers radio-aktief
(Vos et al., 1995) gemerk.
Polimorfismes soos die aanwesigheid of die afwesigheid van verteringsensiem-snypunte,
volgorde polimorfismes langs die snypunte, invoegings, delesies en herrangskikkings kan
uitgelig word deur die AFLP-tegniek (Cervera et aL, 1996).
Die volgende redes word deur Vos et al. (1995) gegee waarom twee verteringsensieme
gebruik word:
(i) Die hoë frekwensie snyer sal klein DNA-fragmente daar stel wat maklik
geamplifiseer en geskei kan word.
(ii) Met die gebruik van twee verteringsensieme is dit moontlik om slegs een string van
die dubbelstring PKR-fragmente te merk.
(iii) Verskillende kombinasies van min inleiers kan "n groot aantal verskillende
vingerafdrukke voortbring.
"n Baie belangrike voordeel van AFLP-merkers is die groot aantal lokusse wat geanaliseer
kan word vir elke eksperiment (Vos et al., 1995). Behalwe die vermoë om veelvuldige
diskrete genetiese lokusse waar te neem, is die AFLP-tegniek ook vinnig, kragtig en
betroubaar en daar is nie voorafkennis van die basisvolgorde van die DNA nodig nie (Vos
et al., 1995, Vuylsteke et al., 1999). Die groot nadeel van AFLPs is dat dit nie die hele
genoom dek nie. Dit is dan moontlik dat sekere polimorfiese fragmente van dieselfde deel
van die genoom kom en dat ander dele van die genoom swakker verteenwoordig word
(Walton et al., 1996, Rouppe van der Voort et al., 1997 & Shan et al., 1999).
1.12 Apomiksie
Sommige plante produseer sade op geslagtelike en/of ongeslagtelike (apomiktiese)
wyses. Met geslagtelike voortplanting word "n embrio gevorm deur die samesmelting van
haploïede vroulike (eier) en manlike (sperm) gamete. Geslagtelike voortplanting lei tot
oorkruising en genetiese rekombinasie tydens beide mikro- en makrosporogenese, dit laat
toe dat verenigbare plante kruisbevrug en produseer so nuwe geen-kombinasies. Met
apomiktiese voortplanting word "n embrio direk gevorm vanaf 'n chromosomaal
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ongereduseerde megaspoor-moedersel, saadknop of 'n somatiese sel van die nusellus
(Asker & JerIing, 1992). Apomiksie maak dus vegetatiewe voortplanting deur sade
moontlik. Dit fikseer ook baster lewenskragtigheid in die plant deurdat die plant homself
onbepaald kan kloon deur sade (Hanna & Bashaw, 1987). Met die ontdekking van
gedeeltelike (fakultatiewe) apomiktiese plante in verboude spesies (Arthur et al., 1993;
Hanna et al., 1970; Hanna & Powell, 1973; Schertz 1992), geslagtelike plante in
apomiktiese spesies (Bashaw, 1962; Hanna et al., 1973; Smith, 1972; Voigt, 1971) en
groter bewustheid van die impak wat apomiksie kan hê op kultivarontwikkeling, is
navorsing op apomiksie die laaste 20 jaar uitgebrei (Elgin & Miksche, 1992).
Genetiese studies van apomiksie is moeilik en onoortuigend, die nodige kruisings en
terugkruisings en dus segregasie-analises in nageslagte is nie altyd moontlik nie.
Oorerwingstudies van apomiksie word verder bemoeilik deur die voorkoms van plante met
fakulatiewe apomiksie (geslagtelike en apomiktiese voortplanting geskied in die plante op
dieselfde tyd en teen verskillende frekwensie; Petrov, 1984). Die genetika van apomiksie
is in In paar gewasse ontrafel en daar word aanvaar dat dit 'n kwalitatiewe basis het
(Asker & Jerling, 1992; Nogier, 1984). Die eenvoudige genetiese beheer van apomiksie
verbeter die potensiaal vir die manipulering van die reproduktiewe meganisme en die
oordrag daarvan na ander spesies. Die beste bron van gene wat apomiksie beheer sou
die wees wat binne die plant-spesie self voorkom. Ongelukkig is daar nog nie gene wat
apomiksie beheer in die belangrike landbou-spesies gevind nie, hoewel die gene wel
voorkom in die wilde verwantes (Hanna & Bashaw, 1987). Pogings is reeds aangewend
om gene vir apomiksie vanaf die wilde spesies na die verboude vorms oor te dra (Hanna
et al., 1992; Ozias-Akins et al., 1992). Apomiksie sal dit vir telers moontlik maak om plante
presies te manipuleer. Dit sal die teler toelaat om heterosigotiese genotipes te ontwikkel
met hoë produktiwiteit en voortreflike kwaliteit, groeiduurte, ens. wat reproduseerbaar is
oor omgewings en seisoene (Asker & Jerling, 1992; Hermsen, 1980).
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1.13 Kruising van Thinopyrum disticum en tetraploïede rog.
In 'n vorige studie het Marais et al. (1998) kruisings tussen Thinopyrum distiehum en
Seeale eereale (verboude rog) gemaak met die doeI om te sien of die
soutverdraagsaamheids gene van Th. distiehum uitgedruk word in die aanwesigheid van
die rog genoom. Die ontwikkeling van die plant materiaal in daardie studie was soos volg.
Oor 'n tydperk van omtrent vier weke tydens die lente en somer van 1993/94 en 1994/95 is
are gesny van Thinopyrum distiehum plante wat (i) wild voorkom in die omgewing van die
Strand en (ii) in 'n glashuis gekweek is vanaf sade wat versamel is by Oos-Londen, Suid-
Afrika (Marais et al., 1998). Die are is ontman en bestuif met diploïede of tetraploïede rog
( beide van die' Henoch' kultivar ). Slegs twee hibried embrios vanaf die tetraploïede rog
kruisings kon gered word. Die gedeeltelike haploïede hibriede (genome J1dJ2dRR met 28
chromosome en die Thinopyrum sitoplasma) is aangedui met die kruisingsnommer,
95M1(Figuur 1.5). Die hibriede is baie groeikragtig en het goed-ontwikkelde wortelsisteme,
nuwe spruite word deurlopend gevorm en die plante kan maklik onderhou word deur
klonering en is dus waarskynlik meerjarig. Die F1-hibried was hoogs soutverdraagsaam,
maar manlik steriel.
In die somer van 1995/96 het die manlik-steriele 95M1-plante 'n lae persentasie, goed
ontwikkelde en skynbaar apomiktiese F2-sade geproduseer. Apomiksie was waarskynlik
ter sprake omdat daar geen rogstuifmeel in die omgewing was nie. Dit is egter nie duidelik
watter tipe deling aanleiding kon gee tot die gedeeltelik gereduseerde chromosoom getalle
nie. Agt-en-twintig F2-sade is ontkiem en wortelpunt chromosoom-tellings het gewissel
tussen 20-22. Met behulp van die C-band tegniek en RAPD-analises is daar bepaal dat die
apomiktiese F2-genoom uit min of meer twee volledige rog-genome bestaan en die res uit
'n lukrake kombinasie van Thinopyrum chromosome (Marais et at., 1998). F2 -plante is
gekloon en die klone is getoets vir soutverdraagsaamheid. Die graad van
soutverdraagsaamheid het gewissel vanaf plante wat baie sensitief is, tot plante wat net
so soutverdraagsaam was soos die 95M1 primêre hibried. Die F2 -plante het ook baie in
lengte gewissel (Tabel 2.1). In die somer-maande van 1997/98 is diploïede 'Henoch' rog
tussen die 95M1-plante geplaas. 'n Groot getal geslagtelike-sade (T1F1) is geproduseer
(Figuur 1.5).
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Th disticum
(2n=4x=28)
(J1dJ1dJ2dJ2d)
2x 'Henoch' rog (2n=2x=14, RR)
x en
4x 'Henoch' rog (2n=4x=28, RRRR)
(slegs kruisings met 4x-rog was suksesvol)
~
Steriel ....-- (kolgisien) Ff(J1dJ2dRR) -- X-- 2 x 'Henoch'rog
95M1
(Apomiksie)
+
F2: == (J1d -J2d)RR
(== 3x = 20-22)
T1F1: == (J1d-J2d)RR
(s 3x = 20-22)
I
Dit lyk of die plante twee stabiele R-genome het plus 'n
lukrake stel van ongeveer 7 J1d -J2 d chromosome. Die F2 -en
T1F1 -plante is gebruik om Thinopyrum chromosome met gene
vir soutverdraagsaamheid te identifiseer (RAPDs).
FIGUUR1.5 Oorsprong van Thinopyrum distichum en 4x 'Henoch' rog hibriede en
nageslagsderivate en die aanwending daarvan vir die opspoor van Thinopyrum chromosome wat
bydra tot soutverdraagsaamheid.
Marais en Marais (2001, ongepubliseerde data) het In stel van 15 hoogs
soutverdraagsame T1F1 -plante by wyse van C-band kleuring ontleed en die Thinopyrum
chromosome in elk bepaal. Die data het hulle in staat gestelom die 14 Jd chromosome te
orden in 7 homoeoloë pare. Hulle poog tans om die homoelogie van die chromosoompare
relatief tot die Triticum chromosome te bepaal. Uit die data kon hulle ook 'n aanduiding kry
van watter chromosome primêr by die bepaling van soutverdraagsaamheid betrokke is.
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1.14 Doelstelling.
Die spesifieke doelwitte van die huidige studie was dus om:
(i) 'n Groep F2-plante en T1F1-sade te karakteriseer ten opsigte van
soutverdraagsaamheid en RAPD polimorfismes.
(ii) Om die data te gebruik om Thinopyrum chromosome met gene vir
soutverdraagsaamheid te identifiseer.
(iii) Om die F2- en T1F1-plante ook te sif vir blaarwaterretensie vermoë as 'n
seleksie maatstaf vir soutverdraagsaamheid.
(iv) 'n Sub-populasie van (i), van soutverdraagsame plante wat deur Marais en
Marais (2001, ongepubliseerde data) ontwikkel is, ook te karakteriseer met
behulp van AFLPs en geselekteerde RAPD merkers in 'n verdere poging om
merkers vir kritieke chromosome te vind.
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2. MATERIAAL EN METODES
2.1 Plant materiaal.
Populasie A: Vir die doeleindes van hierdie studie is 100 van die 95M1 x 2x rog T1F1-
sade ontkiem en sestig van die mees groeikragtiges is gekloon. Die T1F1-plante tesame
met 10 plante van apomiktiese oorsprong (Tabel 2.1), is gebruik in 'n poging om RAPD
merkers te vind wat assosieer met Thinopyrum chromosome wat gene dra vir
soutverdraagsaamheid.
TABEL 2.1 F2 -plante van skynbaar apomiktiese oorsprong wat verskil In hoogte en
soutverdraagsaamheid en gekarakteriseer is deur Marais et al. (1998). Soutverdraagsaamheid is
bepaal soos beskryf in hoofstuk 2.2.2 en Tabel 2.4.
F2 -Plante Hoogte (cm) Soutverdraagsaamheid
95M1 - 9 75 2;2
95M1-11 145 2;4
95M1 -10 115 3; 5
95M1-1 150 4;6
95M1 -20 85 4;4
95M1 -17 85 4; 6
95M1 -19 80 7; 5;4
95M1-15 205 7; 5
95M1-21 145 7;6; 6
95M1-18 200 6; 7; 5
Populasie B: In die somer 2000/2001 is 'n aantal T1F1(95M1/Henoch) sade ontkiem en
die saailinge onderwerp aan saailing souttoetse. Die oorlewende, skynbaar
soutverdraagsame plante is toegelaat om te herstel, gekloon en onderwerp aan volwasse
plant souttoetse (soos beskryf in 2.2.2). Op die wyse is tien T1F1-plante met hoë vlakke
van soutverdraagsaamheid uiteindelik geselekteer (Marais, 2000, ongepubliseerde data).
Die 10 plante is saam met 6 T1F1-plante(mees verdraagsame plante uit die materiaal wat
benut is in RAPD analises, Tabel 2.2), positiewe (95M1) en negatiewe ("Henoch")
kontroles gebruik vir AFLP analises.
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Tabel2.2 T2F1 -plante met hul soutverdraagsaamheid.
T2F I -plante Soutverdraagsaamheid
95M1-304 7;7; 6.5
95M1-308 6.5 ; 6.5 ; 6.5
95M1-79 6; 6.5; 5
95M1-302 6;6;6
95M1-300 6; 7; 5
95M1-301 7; 7; 4
95M1-305 6.5; 6; 5
95M1-306 6; 5; 6.5
95M1-303 6.5; 6.5; 4
95M1-307 6.5; 6; 5
95M1-21 7; 5; 5
95M1-95 6;5;5
95M1-109 7;5;3
95M1-310 6.5; 2; 5
95M1-18 6;4;3
95M1-123 5;5;3
2.2 Soutverdraagsaamheid van die Thinopyrum distichuml tetraploïede rog hibriede
en terugkruisingsderivate.
2.2.1 Ontkieming en voorbereiding van die T1F1- en F2-plante vir souttoetsing en
DNA-ekstraksie (Populasie A).
100 T1F1 -sade is in 2 liter potte geplant, toegelaat om te ontkiem en te groei vir vier weke
onder kweekhuis toestande. Terselfdertyd is daar ook 'Henoch' rog sade geplant om te
dien as sout-sensitiewe kontrole. Klone van die primêre hibried, 95M1, asook die F2 -
plante van Tabel 2.1 word reeds vir verskeie jare as klone onderhou. Die sestig sterkste
T1F1 -plante, die tien F2 -plante gelys in Tabel 2.1, die primêre amfiploïed (95M1 =
soutverdraagsame kontrole) en die diploïede 'Henoch' rogplante (soutgevoelige kontrole)
is vervolgens gekloon vir souttoetse. Vir elke genotipe is twee tot vier potte berei, elk
waarvan twee gekloonde plante bevat het. Drie gate (5 mm in deursnee) is op 'n hoogte
van 3 cm in elke pot geboor om doeltreffende dreinering te verseker, en elke pot is %
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gevul met growwe riviersand. Die klone is toegelaat om vir vier weke te vestig en die
plante was gemiddeld in die vroëe stoelstadium ( stadium 4 volgens Trottman 1987) met
die aanvang van die soutbehandeling.
2.2.2 Soutverdraagsaamheidstoets.
Die toetse is uitgevoer in 'n waterverkoelde glashuis met veranderlike dag en nag
temperature wat nooit 300G oorskry het nie. Die standaard voedingsoplossing het die
volgende bevat (per 100 liter): Kynoch Sol-u-fert (164g), Microplex (2g), Kalsiumnitraat (77
ml van 'n 180g/1en 12Sg/1oplossing). Die elektriese konduktiwiteit (EG) van die standaard
voedingsoplossing was ~ 1.8 dS/mo Die soutinhoud van die voedingsoplossing is
tweedaagliks verhoog met 4dS/m deur gelyke hoeveelhede NaGI en GaGI2daarin op te los
(Tabel 2.3).
Elke pot het 21van die toepaslike sout-oplossing in deelvolumes van SOOmlontvang wat
volledige verplasing van die vorige oplossing verseker het. Met bereiking van 'n elektriese
konduktiwiteit van 34 dS/m, is hierdie vlak gehandhaaf totdat die soutsensitiewe kontroles
('Henoch' rog) begin doodgaan het. Daaglikse toediening van klein hoeveelhede water is
gedoen om te kompenseer vir waterverlies deur verdamping en transpirasie. Sodra die
soutsensitiewe kontroles doodgegaan het, is die toetsplante vergelyk met die kontrole-
plante en beoordeel volgens 'n empiriese skaal van 1-9 (Tabel 2.4).
TABEL 2.3 Elektriese konduktiwiteit van die voedingsoplossings gebruik in die soutbehandeling.
Dag Benaderde EC Gewig (NaCI en CaCI2 elk)
(dS/m) (g/201)
1 1.8 0
3 6 20
5 10 45
7 14 68
9 18 96
11 22 123
13 26 153
15 30 185
19 34 216
26 34 216
33 34 216
40 34 216
47 34 216
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TABEL 2.4 Metings van soutverdraagsaamheid volgens 'n empiriese skaal.
Skaal Vergelyking
1 (Uiters gevoelig)
2
3 (Gevoelig)
4
5 (Verdraagsaam)
6
7 (Baie verdraagsaam)
8
9 (Hoogs verdraagsaam)
'Henoch' rog
95M1 (primêre Th distichum/4x "Henoch" amfiploïed)
Th disticum
2.3 Chromosoomtellings op T1F1-plante (Populasie A).
Twee weke na plant, is die chromosoomgetalle van die T1F1-sade bepaal. Twee of meer
wortelpunte, elk 1 tot 2 cm lank, is met 'n skoon skêr geknip en in skoon, genommerde,
18mm x 50mm botteltjies bevattende 4-5ml koue, dubbel gedistilleerde water geplaas.
Wortelpunte is normaalweg tussen 08hOOen 10h30 gesny. Die botteltjies met wortelpunte
is vervolgens op gebreekte ys in 'n polistireenhouer geplaas en vir 29 uur gestoor in 'n
koelkamer met 'n temperatuur van 4°C. Die water is die volgende dag tussen 13hOO-
15hOOafgesuig en die wortels gefikseer in 2ml, vars aangemaakte fikseermiddel (3 dele
metanol : 1 deel propioonsuur). Die wortels is vir ten minste 2 dae gelos by kamer-
temperatuur. Die fikseermiddel is daarna afgesuig en vervang met 5ml gedistilleerde water
vir 30 minute. In die tyd is botteltjies met 1N HCI verhit tot 60°C in 'n verhittingsblok. Die
wortels is oorgedra na die 1N HCI by 60°C vir 7Y:!min. Hierna is die wortels oorgedra na
gedistilleerde water vir 1-2 min om die hidrolise van die DNA te stop. Die gedistilleerde
water is vervang met 1ml leuko-basiese fuehsien (aangemaak volgens Darlington en La
Cour, 1960) en in 'n yskas gestoor vir 2 ure. Hierna is die leuko-basiese fuehsien afgesuig
en die wortels twee maal gespoel met gedistilleerde water vir 1-5 min. Die wortels is toe
oorgeplaas in natriumasetaat buffer (3,16 g natriumasetaat en 3,47 ml ys-asynsuur in 1
liter gedistilleerde water, pH= 4,5). Die buffer-oplossing is verplaas met 1-2ml gefiltreerde
2Y:!%'pectielear' oplossing (0,5g 'pectielear' vanaf Serevae en 0,2g peptone in pH 4,5
natriumasetaat buffer oplossing) vir 30 min by 37°C. Die 'peeticlear' oplossing is afgesuig
en die wortels is gestoor in gedistilleerde water in 'n yskas.
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Die gekleurde wortelpunt is afgesny en op 'n skoon voorwerpglasie geplaas in 'n druppel
Rosner 1% asyn-karmyn (voorbereiding van die 1% asyn-karmyn: 1g karmyn in 55ml
gedistilleerde water waarby 45ml ys-asynsuur bygevoeg is na 5 minute. Die oplossing is
stadig gekook in 'n refluks-kondenseerder vir 4 ure en gefiltreer wanneer koud. Die
wortelpunt is fyn gedruk met 'n houtstampertjie en met 'n dekglasie bedek. Die
voorwerpglasie is in gevoude filtreerpapier geplaas en saggies gedruk om die oortollige
asyn-karmyn te verwyder. Die chromosome is daarna getelonder 100x- vergroting met 'n
groen filter in die filterhouer.
2.4 DNA-ekstraksie van die T1F1- en F2-plantmateriaal (Populasies A en B).
DNA-ekstraksies is gebaseer op 'n gewysigde protokol van Doyle en Doyle (1990).
Gevriesdroogde blare is gebruik. Blaarmonsters is geknip ongeveer drie weke na
ontkieming. Nadat die blaarweefsel met vloeibare stikstof gevries is, is die monsters in 'n
vriesdroër geplaas vir 5 dae. Ongeveer 500 mg van die gevriesdroogde blare is fyngemaal
en 10 ml, vooraf-verhitte (60°C) CTAB (1.4M NaCI, 0.2% v/v beta-merkaptoetanol, 20mM
EDTA, pH 8.0 en 100mM Tris-HCI, pH 8.0) is bygevoeg. Die monsters is vir 60 min by
60°C (waterbad) ge-inkubeer. Na ekstraksie met 1 volume chloroform-isoamiel alkohol
(24:1 v:v) is die monsters versigtig maar deeglik gemeng en vir 10 min by 5000rpm
(kamertemperatuur) gesentrifugeer. Die waterige oplossing is oorgedra na 'n skoon
sentrifugebuis en 2/3 volume yskoue isopropanol is bygevoeg en versigtig gemeng om die
nukleïensure te presipiteer. Die monsters is toe vir 60 min by -20°C ge-inkubeer en
daarna vir 10 min by 5000rpm (10-25°C) gesentrifugeer. Die bolaag is afgegooi en die
sentrifugaat is vir ten minste 20 min met 15ml wasbuffer (76% etanol en 10mM
ammoniumasetaat) gewas. Die suspensie is vir 10 min by 12000rpm afgeswaai, die
bolaag is afgegooi en die sentrifugaat is gedroog. Die droë sentrifugaat is geresuspendeer
in 1ml gedistilleerde water en 1JlI Rnase (10mg/ml) is bygevoeg, waarna dit vir 30 min by
37°C ge-inkubeer is. Die oplossing is toe met 2 volumes gedistilleerde water (2ml) verdun
en 1ml 7.5M ammoniumasetaat (pH 7.7) en 2.5 volumes koue etanol (10ml) is bygevoeg
en versigtig gemeng vir die presipitering van die DNA. Hierna is die suspensie vir 10 min
by 12000 rpm afgeswaai, gedroog en weer gesuspendeer in 1ml gedistilleerde water. Die
monster is oorgedra na 'n 2.2ml-sentrifugebuis en 500JlI fenol en 500JlI
chloroform:isoamielalkohol (24:1 v/v) is bygevoeg waarna dit versigtig gemeng is. Na
sentrifugasie vir 10 min by 12000rpm is die bolaag oorgedra na 'n nuwe 2.2ml-
Stellenbosch University http://scholar.sun.ac.za
37
sentrifugebuis. Een ml chloroform:isoamielalkohol (24:1 v/v) is bygevoeg en vir 10 min by
12000rpm gesentrifugeer. Die DNA is gepresipiteer met 1/5 volume 10M
ammoniumasetaat en 2 volumes 100% etanol vir 60 min by -20°C. Na sentrifugering vir 35
min by 12000rpm (4°C) is die bolaag afgetrek en 1ml, 70% etanol is bygevoeg. Na
sentrifugasie (4°C) vir 30 min by 12000rpm (die stap herhaal) is die sentrifugaat gedroog
in 'n 37°C-oond en geresuspendeer in 150~1gedistilleerde water.
Die genomiese DNA-konsentrasie is bepaal met 'n Hoefer DynaQuant 200 Fluorometer en
bevestig met behulp van 0.6% agarose gel (0.5 x TBE laaibuffer) onder 'n ultravioletlig.
2.5 Analise van lukraak-geamplifiseerde polimorfiese DNAs
(RAPDs, Populasies A en B).
2.5.1 Inleiers.
Sintetiese oligonukleotied inleiers met lukrake volgordes is beskikbaar vanaf "Operon
Technologies TM "(Alimede, Kaliforniê) en word versprei as inleier stelle met 20 inleiers per
stel. Die 60 inleiers wat getoets is op die F2-en T1F1-lyne, se volgorde data word in Tabel
2.5 gelys.
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TABEL 2.5Volgordedatavandie60Operon inleierstelle.
InleierKode Volgorde5'tot3' InleierKode Volgorde5' tot 3'
OPA-stel OPK-stel
OPA 1 CAGGCCCTTC OPK 1 CATTCGAGCC
OPA2 TGCCGAGCTG OPK2 GTCTCCGCAA
OPA3 AGTCAGCCAC OPK3 CGAGCTTAGG
OPA4 AATCGGGCTG OPK4 CCGCCCAAAC
OPA5 AGGGGTCTTG OPK5 TCTGTCGAGG
OPA6 GGTCCCTGAC OPK6 CACCTTTCCC
OPA 7 GAAACGGGTG OPK7 AGCGAGCAAG
OPA8 GTGACGTAGG OPK8 GAACACTGGG
OPA9 GGGTAACGCC OPK9 CCCTACCGAC
OPA 10 GTGATCGCAG OPK10 GTGCAACGTG
OPA 11 CAATCGCCGT OPK 11 AATGCCCCAG
OPA 12 TCGGCGATAG OPK12 TGGCCCTCAC
OPA 13 CAGCACCCAC OPK13 GGTTGTACCC
OPA14 TCTGTGCTGG OPK14 CCCGCTACAC
OPA15 TTCCGAACCC OPK15 CTCCTGCCAA
OPA16 AGCCAGCGAA OPK16 GAGCGTCGAA
OPA17 GACCGCTTGT OPK17 CCCAGCTGTG
OPA18 AGGTGACCGT OPK18 CCTAGTCGAG
OPA 19 CAAACGTCGG OPK19 CACAGGCGGA
OPA20 GTTGCGATCC OPK20 GTGTCGCGAG
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TABEL 2.5 (Vervolg)
Inleier kode Volgorde 5' tot 3'
OPL-stel
OPL 1 GGCATGACCT
OPL2 TGGGCGTCAA
OPL3 CCAGCAGCTT
OPL4 GACTGCACAC
OPL5 ACGCAGGCAC
OPL6 GAGGGAAGAG
OPL 7 AGGCGGGAAC
OPL8 AGCAGGTGGA
OPL9 TGCGAGAGTC
OPL10 TGGGAGATGG
OPL 11 ACGATGAGCC
OPL 12 GGGCGGTACT
OPL 13 ACCGCCTGCT
OPL 14 GTGACAGGCT
OPL 15 AAGAGAGGGG
OPL 16 AGGTTGCAGG
OPL 17 AGCCTGAGCC
OPL 18 ACCACCCACC
OPL 19 GAGTGGTGAC
OPL20 TGGTGGACCA
2.5.2 Amplifikasie.
RAPDs is baie sensitief vir kontaminasie en dus is al die RAPD-reaksies uitgevoer in 'n
laminêre vloeikabinet. Die RAPD-amplifikasie-reaksies is uitgevoer in ge-outoklaveerde
0.5 ml dun-wand PKR-reaksie buise. Optimale amplifikasie fragmente is verkry met 15ng
templaat-DNA en 10 pmol inleier in 'n 25111reaksie-mengsel. Buffer ("Advanced
Biotechnologies", Londen) is bygevoeg tot In finale konsentrasie van 10% van die reaksie-
volume (2,51lI).Die buffer bevat 160 mM (NH4)2S04,670mM Tris-HCI (pH 8.8 by 25°C) en
0.1% Tween-20. Saam met die 2.5 mM van elke deoksinukleotiedtrifosfaat (dNTPs), is 2.5
mM MgCI2 en 0.5 eenhede AB Taq DNA-polimerase ("Advanced Biotechnologies",
Londen) gebruik in die reaksie-mengsel. Die program van die amplifikasie-siklus was soos
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volg: 60 sek. by 94°C, 20 sek. by 35°C en 60 sek. by 72°C vir 45 siklusse en eindig met 'n
10 min siklus by 72°C om die onvoltooide fragmente te voltooi.
Na die amplifikasie-reaksie is 20JlI van die RAPD-amplifikasie produk en 5.0 JlI 'blue'
laaibuffer tipe IV (0.25% bromofenol blou en 40% mIv sukrose in water - Sambrook et al.
1989) gelaai op 'n 1.4% LE agarose gel. Die loopbuffer het bestaan uit 0.5 x TBE (5 x TBE
per liter: 54g Tris-basis, 27.5g boorsuur en 20mI 0.5M EDTA pH 8.0) en ethidiumbromied
(10 Jll/dm3) en die gel is geloop teen 100 Volt vir 2% -3 ure. Die RAPD-produkte is
gevisualiseer met 'n "ultraviolet transilluminator" (UVP Inc) of 'n "Biorad Gel Doc 1000"
sisteem.
2.6 Analise van geamplifiseerde fragment lengte polimorfisme (AFLP, Populasie B).
2.6.1 Inleiers
Die inleiers wat gebruik is word gelys in Tabel 2.6. en is verkry vanaf GIBCO/BRL. 'n
Totaal van 22 inleier kombinasies is gebruik om molekulêre merkers te identifiseer wat
geassosieer kan word met soutverdraagsaamheidsgene in Th. distchum en die resultate
te vergelyk met die C-band studies van die chromosome (Marais et al. 2001,
ongepubliseerd).
2.6.2 Amplifikasie.
AFLPs is uitgevoer volgens die protokol van Zabeau & Vos (1993) soos aangepas deur
Donini et al (1997). Templaat DNA (SOOng)is verteer met SU Sse 83871 (Pharmacia) en
SUMse (New England Biolabs) in 'n volume van 40Jll. Die mengsel is ge-inkubeer vir 3 ure
by 37°C voor ligering met 5 pmol Sse aansluiter en 5 pmol Mse aansluiter. Die monsters is
oornag ge-inkubeer by 37°C.
Amplifikasie is uitgevoer met 'n "Hybaid Omnigene Cycler". 'n 1:9 verdunning in 1xTEo.1
van die voor-amplifikasie produk is geamplifiseer met Sse en Mse inleiers. Na 'n 10x
verdunning van die PKR produk, is Sill gebruik vir 'n tweede PKR met Mse+2 of Mse+3 en
Sse+1 of Sse+2 oligomeer inleiers. Die Sse inleiers is met [y - 33p]ATP (Vos et al. 1995)
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gemerk. Gedenatureerde, gemerkte PKR produk (51l1) is gelaai op 'n 6% poliakrielamied
gel (6M ureum in 1xTBE buffer) en ge-elktroforeer in 1x TBE buffer teen BOW vir omtrent 3
uur. Die gel is gedroog op Whatmann 3MM papier vir 1~ uur by BO°C. Die gedroogde gel
is blootgestel aan Biomax MR negatiewe (Kodak) vir 5 dae en dan ontwikkel.
Tabel2.6 Sse en Mse inleier kombinasies van die AFLP-merker versameling.
S02-C S04-T S12-AC
M11-AA +
M12-AC +
M13-AG +
M14-AT + +
M15-CA + +
M16-CC +
M17-CG + +
M18-Ct + +
M19-GA + + +
M21-GG + +
M22-GT +
M32-AAC + +
M53-CCG +
M74-CGT +
M88-TGC + +
M90-TGT + +
2.6 Blaar waterretensie as 'n seleksie maatstaf vir soutverdraagsaamheid
(Populasie A).
Volledig ontwikkelde vlagblare van die F2 - en T1F1 -plante, saam met 95M1 en 'Henoch'
rog, is tussen OBhOOen 10hOOgeknip. Die vars gewig (g) van elke blaar (drie blare van
elke genotipe per herhaling) is gemeet en die blare is dan vir 24 uur aan 'n droograk in die
laboratorium by kamertemperatuur gehang. Die laboratoriumtemperatuur was konstant
(±22°C) vir die duur van die eksperiment. Die blare is weer geweeg en toegelaat om nog
24 uur in die laboratorium te hang, waarna dit weer geweeg is. Die blare is daarna in 'n
oond (45°C) vir 24 uur gedroog en geweeg (droë gewig). Die persentasie waterretensie na
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24 uur en na 48 uur is bereken. Die prosedure is 2 keer (verskillende geleenthede) herhaal
met die volle stel genotipes.
2.7 Korrelasie analises.
Eenvoudige korrelasie analises van die merker genotipes is gebruik om die koëffislënt van
bepaling (R2) vir elke verwantskap te kry en die proporsie van die totale fenotipiese
variansie wat deur elke merker verklaar word, te bepaal. AI die berekeninge is uitgevoer
op 'n sigblad met 'n Microsoft® Excel 97 program.
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3. RESULTATE
3.1 Karakterisering van T1F1- en F2-plante ten opsigte van soutverdraagsaamheid
en chromosoomtellings van (Populasie A).
100 T1F1-sade is ontkiem en 67 van die mees groeikragtiges is gekloon en saam met 10
plante van apomiktiese oorsprong (Tabel 2.1) gesouttoets. Die oorspronklike Th.
distichum I "Henoch" hibried (95M1, hoogs soutverdraagsaam) en "Henoch" ( sout
sensitief) is ingesluit as kontroles. Die chromosoomgetalle van die T1F1- en F2-plante word
weergegee in Tabel 3.1. Die meeste van die plante (75%) het 21 chromosome gehad
terwyl die origes onderskeidelik 22,20,19 of 18 chromosome gehad het en sommige F2-
plante se chromosoomgetalle is hierna verdubbel deur kolgisien behandeling. Dit lyk of die
T1F1-plante meestal twee stabiele R-genome het plus 'n lukrake stel van ongeveer 7 J1d -
J2 d chromosome.
Toe die gekloonde plante hul vroëe vlagblaar stadium bereik het, is 2 tot 4 herhalings,
saam met die kontroles, blootgestel aan stelselmatige verhoogde soutkonsentrasies
(Tabel 2.2). "Henoch" was die gevoeligste lyn. Eerste tekens van sout skade word reeds
waargeneem by 'n EC van 14. Verskille in sout-gevoeligheid was duidelik sigbaar by 34
dsm" waar die meeste soutgevoelige plante begin afsterf en blaar-verbruining toon.
Ongeveer 30-40 dae na aanvang van die eksperiment het die soutsensitiewe, "Henoch,"
kontroles heeltemal afgesterf. Die res van die plante kon toe volgens verskillende grade
van soutverdraagsaamheid geklassifiseer word met behulp van 'n empiriese skaal (Tabel
2.3) deur hulle te vergelyk met die soutverdraagsame kontrole (95M1). Omdat al die plante
steriel is, en elk 'n lukraak groep van ongeveer 7 Thinopyrum chromosome besit, moes
souttoetsing gebaseer word op klone. Vanweë die uiteenlopende groeiwyses en planttipes
wat betrokke was, was dit nie moontlik om 'n volledige stel klone gelyktydig te toets nie.
Die klone is daarom in sewe subgroepe ge-evalueer. Die klone binne 'n subgroep was
nagenoeg in dieselfde groeistadium met die aanvang van souttoetsing. Vir elke genotipe
binne 'n subgroep was daar minstens 2 herhalings.
Die soutverdraagsaamheid van die T1F1- en F2-plante het baie gevarieer, van 2 tot 7
(Tabel 3.1). Die variasie kan primêr toegeskryf word aan die bydrae van verskillende Th.
disticum chromosome wat op 'n lukrake manier behou is saam met die rog chromosome.
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Die waargenome variasie kan verder verklaar word in terme van die heterogeniteit tussen
die plante ten opsigte van die rog chromosome wat hulle besit. Na die oorspronklike wye
kruising is die eerste terugkruising na 'Henoch' rog gedoen met stuifmeel van verskillende
rog genotipes. Rog is 'n kruisbestuiwende gewas met 'n selfonverenigbaarheids
meganisme en is hoogs heterogeen. Dit kan ook verwag word dat die soutverdraagsaam-
heidsmetings 'n eksperimentele foutkomponent sal insluit. Vanweê die aard van die
materiaal en beperkte herhaling wat moontlik was, kon hierdie foutfaktor nie uitgeskakel
word nie. Sewe van die 67 plante het gemiddelde lesings van 6 of 7 gehad; dus 10% van
die getoetsde plante was baie soutverdraagsaam, 27 plante het lesings van 5.75 tot 4.5
gehad, met ander woorde 40% van die plante was verdraagsaam, 24 plante (36%) was
gevoelig (lesings van 4.25 tot 2.25) en 10 plante (15%) was uiters gevoelig met lesings
van 2. Daar kan dus afgelei word dat omtrent 50% van die getoetsde plante verskillende
grade van soutverdraagsaamheid getoon het en omtrent 50% was soutgevoelig. Die
soutverdraagsaamheidstoetse onderskei duidelik tussen hoogs soutverdraagsame plante
en soutgevoelige plante.
3.2 Blaarwaterretensie.
Die primêre hibried (95M1) het die hoogste oorspronklike water inhoud in die blare (% van
droë gewig) en ook die hoogste persentasie waterretensie (32%) getoon, gevolg deur
genotipes 95M1-115 (29%), 95M1-64 (28%), 95M1-131 (26%), 95M1-126 (22%) en 95M1-
79 (21%). In Figuur 3.1 word die plante met die hoogste persentasie waterretensie (in elke
afsonderlike eksperiment) weergegee saam met die primêre hibried (95M1) en "Henoch".
Slegs 20 plante (30%) het 'n waterretensie van 10% of hoër gehad en 26 plante (40%) het
'n persentasie waterretensie van onder 5% gehad. Vyftien plante se waterretensie kon nie
gemeet word nie as gevolg van die feit dat die plante nie herwin kon word na die
soutverdraagsaamheidstoetse nie. Eenvoudige korrelasie analises het aangedui dat
soutverdraagsaamheid en blaarwaterretensie goed met mekaar korreleer (r=0.40) met 'n
p-waarde van 0.003849.
Epikutikulêre was speel 'n belangrike rol in plant-waterverhoudings. Die waslaag verlaag
die tempo van transpirasie van die plant weefsel (Uddin & Marshall, 1988). In die
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eksperiment is dieselfde gevind, die plante met In opmerklik digte epikutikulêre waslaag
was ook die plante met die hoogste waterretensie (95M1-115; 95M1-64; 95M1-131; 95M1-
95; 95M1-110;95M1-44). Daar was egter ook uitsonderings waar die plant hoë
blaarwaterretensie gehad het sonder 'n epikutikulêre waslaag (95M1-126; 95M1-79;
95M1-83) en plante met In epikutikulêre waslaag wat lae blaarwaterretensie gehad het
(95M1-104; 95M1-20; 95M1-128).
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Tabel 3.1 Soutverdraagsaamheidsdata, chromosoom getalle en persentasie blaarwaterretensie
van die T1F1- en F2-plante.
Lyn: Sout: ' H2O- Chromo- Lyn: Sout:gem.: H2O- Chromo-
Retensie: soomgetal: Retensie: soomgetal:
95M1-79 7 21% 21 95M1-88 6.25 10.7% 21
(7;7;7;7) (7;6;6;6)
95M1-104 6.25 8% * 21 95M1-110 6.25 20% * 21
(6.5;6) (7;6;6;6)
95M1-91 6.13 3% 22 95M1-74 6 3% 20
(6;6.5;6;6) (7;6;6.5)
95M1-124 6 16% 21 95M1-95 5.75 19% * 21
(6;6) (6;6;6;5)
95M1-11 5.75 3% 42 95M1-21 5.75 18% 42
(6;6;6;5) (6;6;6;5)
95M1-109 5.75 1% 21 95M1-123 5.75 8% 21
(6;6.5) (6;6;6;5)
95M1-131 5.75 26% * 21 95M1-66 5.25 12% 21
(6;6;6;5) (6;5;5;5)
95M1-18 5.25 17% * ? 95M1-101 5 12% * 21
(6;5;5;5) (6;5;4;4)
95M1-87 4.75 11% * 21 95M1-1 4.75 16% * ?
(5;5;5;4) (6;5;44)
95M1-20 4.75 4% * ? 95M1-128 4.75 6% * 21
(5;5;5;4) (6;5;4;4)
95M1-134 4.75 0% 20 95M1-136 4.5 20% * 21
(6;5;5;3) (5;4)
95M1-71 4.5 ? 21 95M1-64 4.5 28% * 21
(5;5;4;4) (5;5;4;4)
95M1-19 4.5 3% 42 95M1-57 4.25 4% 20
(5;5;4;4) (5;4;4;4)
95M1-15 4.25 ? 42/84 95M1-107 4.25 3% 20
(5;4;4;4) (5;4;4;4)
95M1-115 4.25 29% * 21 95M1-89 4.25 1% 21
(5;4;4;4) (5;4;4;4)
95M1-10 4 2% 42 95M1-114 4 11% 20
(5;4;4;3) (4;4;4;4)
95M1-54 4 14% * 21 95M1-138 4 2% 18
(4;4) (4;4)
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Tabel 3.1 Vervolg
95M1-102 3.75 2% 21 95M1-47 3.75 ? 21
(4;4;4;3) (4;3;5)
95M1-52 3.5 2% 21 95M1-53 3.5 9% 21
(4;4;3;3) (4;3)
95M1-116 3.5 2% 20 95M1-83 3.5 19% 20
(5;3;3;3) (4;3)
95M1-137 3.5 3% 21 95M1-49 3.5 4% 20
(4;3) (4;3)
95M1-44 3.5 20% • 20 95M1-51 3.25 ? 21
(4;3) (5;3;2;2)
95 M1-17 3.25 0% 42 95M1-86 3.25 ? 19
(4;3;3;3) (4;3;3;3)
95M1-72 3.13 13% • 22 95M1-94 3 1% 21
(4;3.5;3;2) (4;2)
95M1-103 3 ? 21 95M1-67 3 0% 21
(3;3;3;3) (3;3;3;3)
95M1-42 3 ? 21 95M1-113 3 1% 21
(4;2) (4;2)
95M1-126 2.75 22% 21 95M1-93 2.75 ? 21
(3;3;3;2) (3;3;3;2)
95M1-105 2.75 ? 20 95M1-108 2.5 0% 20
(3;3;3;2) (3;2)
95M1-63 2.5 ? 21 95M1-129 2.25 ? 18
(3;3;2;2) (3;2;2;2)
95M1-120 2 3% 18 95M1-92 2 1% 21
(2;2) (2;2;2;2)
95M1-106 2 3% 21 95M1-99 2 1% 20
(2;2;2;2) (2;2;2;2)
95M1-40 2 12% • 21 95M1-42 2 ? 19
(2;2;2;2) (2;2)
95M1-9 2 0% 40 95M1-85 2 1% 21
(2;2;2;2) (2;2)
95M1-133 2 4% 20 95M1-55 2 ? 21
(2;2) (2;2)
* Epikutikulêre waslaag op die blaaroppervlakte
.Gemiddelde soutverdraagsaamheid gevolg deur die individuele metings (in hakies)
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Tabel3.2 Opsomming van polimorfiese RAPD-fragmente.
Inleier Grootte (±bp) Inleier Grootte (±bp)
OPK14 650 OPL3 1400
OPK17 650 OPL4 1000
OPK 11 1020 OPL5 500
OPK6 1060 OPA 16 2300
OPK 1 400 OPA 18 670
OPL17 1020 OPA20 1060
48
3.3 Identifisering van molekulêre merkers vir Thinopyrum chromosome wat bydra
tot soutverdraagsaamheid.
3.3.1 RAPD analises van die T1F1-en Frplante (Populasie A).
Sestig inleiers is gebruik vir die amplifikasie reaksies van populasie A en die
amplifikasieprodukte is geskei met agarose gel elektroforese. PKR-fragmente is
waargeneem met ethidium bromied onder In ultraviolet lig. Polimorfiese bande is ge-
identifiseer as daardie bande wat in Thinopyrum distichum en die primêre hibried (95M1)
teenwoordig is, maar nie in "Henoch" nie. Twaalf inleiers het duidelike, ontleedbare
polimorfiese fragmente opgelewer (Tabel 3.2), wat as moontlike merkers gebruik kan word
vir die identifisering van chromosome wat bydra tot soutverdraagsaamheid.
Tussen 2 en 13 bande (gemiddeld 7) is verkry met Operon inleier stel K, tussen 5 en 16
bande (gemiddeld 10) met Operon inleier stel L en tussen 4 en 10 bande (gemiddelde 6)
met Operon inleier stel A. Ongeveer 460 duidelik onderskeibare fragmente is geproduseer
waarvan 12 (3%) fragmente polimorfies was.
Die eerste polimorfisme is ge-identifiseer met RAPD-inleier OPK 14 (5'-CCCGCTACAC-3')
en het 'n fragment geproduseer wat ongeveer 650 basispare groot is (Figuur 3.2). OPK-
inleier 14 produseer polimorfismes by die 12 mees soutverdraagsame plante, maar ook
by plante met middelmatige en lae soutverdraagsaamheid (Tabel 3.3).
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Figuur 3.2 Ethidium bromied gekleurde agarose gel met amplifikasie produkte van RAPD inleier
OPK 14 met Thinopyrum distichum, primêre hibried (95M1) en "Henoch" rog. Die pGem-leer
gee 'n aanduiding van die relatiewe grootte van die verskillende fragmente. Die pyltjie dui die
polimorfiese fragment met 'n grootte van 650bp aan. Lyne 95M1-18; 95M1-10; 95M1-54; 95M1-
108; 95M1-99; 95M1-83; 95M1-44;95M1-51; 95M1-136; 95M1-9; 95M1-92; 95M1-128; 95M1-67;
95M1-103; 95M1-21; 95M1-15 en 95M1-63 produseer die polimorfiese fragment.
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Ethidium bromied gekleurde agarose gel met amplifikasie produkte van RAPD inleier
OPK 1 met Thinopyrum distichum, primêre hibried (95M1) en "Henoch" rog. Die pyltjie dui die
polimorfiese fragment met 'n grootte van 400 bp aan. Lyne 95M1-21; 95M1-79; 95M1-91;
95M1-87; 95M1-19; 95M1-18 en 95M1-71 produseer die polimorfies fragment.
Figuur 3.4
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Ethidium bromied gekleurde agarose gel met amplifikasie produkte van RAPD inleier
OPK 17 met Thinopyrum distichum, primêre hibried (95M1) en "Henoch" rog. Die pGem-leer
gee 'n aanduiding van die relatiewe grootte van die verskillende fragmente. Die pyltjie dui die
polimorfiese fragment met 'n grootte van 650bp aan. Lyne 95M1-131; 95M1-123; 95M1-87;
95M1-83; 95M1-21; 95M1-124; 95M1-137;95M1-104; 95M1-91; 95M1-138; 95M1-88; 95M1-110;
95M1-109; 95M1-18;95M1-95 en 95M1-79 produseer die polimorfies fragment ..
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Figuur 3.4 vervolg
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Figuur 3.3 wys polimorfismes wat geproduseer is deur OPK-inleier 1 (5'-CATTCGAGCC-
3') waar die polimorfiese fragment ongeveer 400 basispare groot is. Die fragment is nie
baie duidelik nie, maar wel waarneembaar. 'n Baie duidelike polimorfiese fragment met 'n
grootte van ongeveer 650 bp is geproduseer deur OPK-inleier 17 (5'-CCCAGCTGTG-
3')(Figuur 3.4). Die polimorfisme kom by al die hoogs soutverdraagsame plante voor en
min fragmente kom voor by die soutgevoelige plante.
Tabel 3.3 gee 'n opsomming van die resultate van die polimorfismes wat opgespoor kon
word met behulp van die 12 RAPD-inleiers. Die 67 plante is genoteer vir die aan- (+) of
afwesigheid (0) van die poumorflese fragment. Die 12 merkers is toe paarsgewys in alle
moontlike kombinasies met mekaar vergelyk. Die proporsie ooreenstemmende
polimorfismes vir elke merker paar het gevarieer van 31/67 tot 49/67 waaruit afgelei kan
word dat elke merker waarskynlik 'n ander chromosoom/chromosoomsegment teiken.
Tabel3.3 RAPD resultate van Populasie A met die 12 polimorfiese inleiers in volgorde van
soutverdraagsaamheid.
Lyn: Soul H2O OPK OPK OPK OPK OPK OPL OPL OPL OPL OPA OPA OPA
M1- relen- 14 17 11 6 1 17 3 4 5 16 18 20
sie
-79 7 21% + + + + + + + + + + + +
-88 6.25 11% + + + + + + + + + + + +
-104 6.25 8% + + + + 0 + 0 + 0 + + +
-110 6.25 20% + + + + 0 + + + + + + +
-91 6.13 3% + + 0 0 + + 0 + 0 + 0 0
-74 6 3% + + 0 + + 0 0 0 + + 0 0
-124 6 16% + + + 0 0 0 0 0 0 0 + +
-95 5.75 19% + + + + + + + + + + + +
-11 5.75 3% 0 + + + + + 0 + + + 0 +
-21 5.75 ? + + + + + + + + + + + +
-109 5.75 1% + + + + + + + + + + + +
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-123 5.75 8% + + + + 0 0 + 0 + + 0 0
-131 5.75 26% 0 + + 0 0 + 0 0 + 0 + 0
-66 5.25 12% 0 + 0 0 0 0 0 0 + 0 0 0
-18 5.25 17% + + 0 + + + + + 0 + + +
-101 5 12% 0 + 0 0 0 + 0 0 0 0 + +
-87 4.75 11% 0 + 0 + + 0 0 0 0 0 + +
-1 4.75 16% 0 + 0 0 0 0 0 + 0 0 0 0
-20 4.75 4% 0 0 0 + 0 0 0 0 0 + 0 0
-128 4.75 6% + 0 0 0 + 0 0 0 + 0 0 +
-134 4.75 0% + + + 0 0 0 + + + + + 0
-136 4.5 20% + 0 0 0 0 + 0 + 0 0 0 +
-71 4.5 ? + 0 0 0 + + 0 + + 0 0 0
-64 4.5 28% 0 0 0 0 + 0 0 0 0 0 + +
-19 4.5 3% 0 0 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0
-57 4.25 ? + 0 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0
-15 4.25 ? + + 0 + + 0 0 0 + 0 + +
-107 4.25 3% 0 + 0 + 0 + + + + 0 0 +
-115 4.25 29% 0 0 0 0 + + 0 0 0 0 0 +
-89 4.25 1% 0 + 0 + 0 + 0 0 0 0 + 0
-10 4 2% 0 + 0 0 + + 0 0 0 0 + 0
-114 4 11% 0 + 0 0 0 + 0 + 0 + 0 +
-54 4 14% + 0 0 + + 0 0 0 0 0 + 0
-138 4 2% + + 0 + 0 + + 0 + 0 + +
-102 3.75 2% + 0 0 0 0 + 0 + 0 0 0 +
-137 3.75 ? + + + 0 0 0 0 + + 0 0 0
-52 3.5 2% + 0 0 0 0 0 0 0 0 0 + 0
-53 3.5 9% 0 + + 0 0 + 0 0 + + + +
-116 3.5 2% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
-83 3.5 19% 0 + + + + 0 + 0 0 + + +
-44 3.5 ? + 0 0 + 0 0 0 0 + 0 0 +
-51 3.25 ? + 0 0 + 0 0 0 0 0 + 0 +
-17 3.25 0% + 0 + + + 0 0 + + 0 + 0
-86 3.25 ? 0 0 0 + 0 0 0 0 0 + 0 0
-72 3.13 13% 0 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0 0
-49 3. 1% 0 + + + + + + 0 0 0 + +
-103 3 ? 0 + + 0 0 0 0 0 + 0 0 0
-67 3 0% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 + 0 0
-47 3 ? 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
-113 3 1% 0 + + 0 0 0 0 + 0 + 0 +
-126 2.75 22% 0 + + 0 0 0 0 + 0 0 0 0
-93 2.75 ? 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
-105 2.75 ? 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
-108 2.5 0% + + + 0 0 + + 0 + 0 + 0
-63 2.5 ? 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
-129 2.25 ? 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0 0 0
-120 2 3% + + 0 0 0 + 0 + 0 + + 0
-92 2 1% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
-106 2 3% 0 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0 0
-99 2 1% + 0 0 0 + + 0 0 + + 0 +
-40 2 12% 0 0 + + 0 + 0 0 0 + 0 0
-42 2 ? 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
-9 2 0% + 0 0 0 0 0 + 0 0 0 0 0
-85 2 1% 0 + 0 + 0 0 0 0 0 0 0 0
-133 2 4% 0 0 0 + 0 0 + 0 + 0 0 +
-55 2 ? 0 + + + 0 0 0 0 0 0 0 +
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Variansie:
Eenvoudige korrelasie analises van die merker genotipes met soutverdraagsaamheid is
gedoen om vas te stel watter merkers die beste met soutverdraagsaamheid korreleer. Die
koëffisiënt van bepaling (R2) vir elke verwantskap is gebruik om die proporsie van die
totale fenotipiese variansie wat deur elke merker verklaar word te beraam (Tabel 3.4). AI
hierdie verwantskappe was hoogs betekenisvol.
Tabel 3.4 Die koëffisiënt van bepaling en proporsie van variansie vir soutverdraagsaamheid
verklaar deur elke polimorfiese merker.
Merker: P-waarde:
OPA 18
OPA20
OPK14
OPK 17
OPK 1
OPL17
OPL 5
OPA16
OPL 3
OPL4
OPK 11
OPK6
0.162291207
0.110547947
0.157092173
0.222705289
0.175585491
0.138308703
0.137423296
0.132769008
0.071981443
0.183554699
0.058032646
0.050583455
16% 0.000798
11% 0.00638
15.7% 0.000986
22% 6.33E-5
17.5% 0.00462
13.8% 0.002107
13.7% 0.002184
13.3% 0.002632
7% 0.0294
18.3% 0.000332
5.8% 0.051357
5% 0.069434
Die korrelasie analises dui aan dat OPK17 (22%) en OPL 4 (18.3%) die merkers is wat
die grootste persentasie van die variasie vir soutverdraagsaamheid verklaar. Merkers OPL
3, OPK 11 en OPK 6 verskaf weer die minste inligting ten opsigte van
soutverdraagsaamheid. Merkers wat sterker korreleer met soutverdraagsaamheid mag
moontlik geamplifiseer word op Thinopyrum chromosome met gene vir
soutverdraagsaamheid .
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Korrelasie analises van die merker genotipes met blaarwaterretensie is ook gedoen, maar
geen betekenisvolle verwantskappe is verkry nie, behalwe OPA-inleier 20 wat In
koëffisiënt van bepaling (R2) van 9% (P-waarde 0.02545) gehad het.
3.3.3 AFLP analise van populasie B.
Twee-en-twintig AFLP inleier kombinasies is gebruik om polimorfiese bande te identifiseer
tussen Th. distichum, die primêre hibried (95M1) en "Henoch" rog (Tabel 3.5). Amplifikasie
produkte is geskei op poli-akrielamied gels en gevisualiseer met outoradiografie.
Tabel3.5 Kombinasies van AFLP inleiers en die aantal polimorfismes verkry.
Sse 83871 Selektiewe Inleiers
0
0 l- oC(
+ + +
N S N0 ~en en en
M11+AA 1
M12+AC 3
M13+AG GEEN
M14+AT GEEN 4
I!!
M15+CA GEEN 3Q)·Gl:s M17+CG 2 5;
Q) M18+CT 2.,
.:re
Q)
;X M19+GA 1 2 7-CD M21+GG 1
~
M32+AAC GEEN 1
M53+CCG 4
M74+GGT 5
M88+TGC 3 6
M90+TGT 2 2
Aantal PolimorfIsmes 7 26 21
Agttien van die 22 AFLP-inleier kombinasies het polimorfiese fragmente gegenereer.
Ongeveer 2000 duidelik onderskeibare fragmente is geproduseer waarvan 54 (3%)
polimorfiese fragmente was. Kombinasies S04;Mse het gemiddeld 3 polimorfismes per
kombinasie gelewer. Kombinasies S12;Mse het 4.2 polimorfismes per kombinasie
gelewer. In laasgenoemde groep was kombinasie S12;M19 (Figuur 3.5) die suksesvolste
en het dit alleen 7 polimorfismes getoon. Figuur 3.5 dui slegs 4 van die 7 polimorfismes
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aan, maar daar kan duidelik onderskei word tussen die aan- of afwesigheid van die
polimorfiese fragment. By polimorfisme D (±210 bp) is dit duidelik dat lyne 95M1-79,
95M1-109, 95M1305, 95M1-306, 95M1-95 en 95M1-21 die fragment besit. Die minste
polimorfismes is verkry met kombinasies So2;Mse, waar slegs 7 polimorfismes
waargeneem is. In Opsomming van al die AFLP resultate word weergegee in Tabel 3.6.
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Figuur 3.5 Outoradoigram van radioaktief-gemerkte DNA-fragmente wat geamplifiseer is deur
AFLP-inleiers 512 en M19. 'n GIBCO 30-330bp AFLP™ DNA leer is gebruik om die groottes
van die produkte aan te dui. Die pyltjies dui die polimorfismes tussen soutverdraagsame
ouer, 95M1 en soutsensitiewe ouer (Henoch) aan.
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Figuur 3.6 Outoradiogram van radioaktief-gemerkte DNA-fragmente wat geamplifiseer is deur
AFLP-inleiers 504 en M53. 'n GIBCO 30-330bp AFLP™ DNA leer is gebruik om die groottes
van die produkte aan te dui. Die pyltjies dui die polimorfismes tussen soutverdraagsame
ouer, 95M1 en soutsensitiewe ouer (Henoch) aan.
Stellenbosch University http://scholar.sun.ac.za
56
Twee duidelike polimorfismes word ook getoon in Figuur 3.6. Polimorfisme evan AFLP-
inleier kombinasie S04 en M53 is 'n polimorflese fragment (180bp) wat slegs teenwoordig
is by Th. distichum en by 95M1, 95M1-301, 95M1-95,95M1-79 en 95M1-109. Polimorfisme
D toon ook duidelike variasie vir die aan- en afwesigheid van die fragment. Figuur 3.7
toon 'n gedeelte van die profiel gegenereer met die inleier kombinasie S04;M88. Vier
duidelike polimorfiese fragmente is sigbaar. Plante 95M1-301, 95M1-95, 95M1-79 en
95M1-109 het byvoorbeeld 'n polimorfiese fragment (F) van 160bp. As daar gekyk word na
'n opsomming van al die Populasie B AFLP resultate (Tabel 3.6) en Figure 3.6 en 3.7 is
dit opvallend dat sekere plante (95M1-79, 95M1-95 en 95M1-109) soos die primêre hibried
(95M1) en Th. distichum altyd die polimorfiese fragment besit.
'" '"
M
~ ~~ ~ q> ~
:;;: :;;: :ii ~ ~ :;;:'" '" '" Il> '"'" 0> '" '" '" 0>
N ~ ~ ~
::t :;: :ii "0or: ", '" alOl '" '" ...J
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Figuur 3.7 Outoradiogram van radioaktief-gemerkte DNA-fragmente wat geamplifiseer is deur
AFLP-inleiers 804 en MSS.'n GIBCO 30-330bp AFLP™ DNA leer is gebruik om die groottes
van die produkte aan te dui. Die pyltjies dui die polimorfismes tussen soutverdraagsame
ouer, 95M1 en soutsensitiewe ouer (Henoch) aan.
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Tabel3.6 Opsomming van al die AFLP-inleier polimorfismes van Populasie B.
Soutbestande kloon 95M1-
Inleier
kombinasie -304 -308 -300 -301 -305 -306 -303 -307 -21 -95 -310 -18 -123 -79 -302 -109
S04:M11A + - + + + + + + - + - + - + + +
S04:M12A + - - - + + - - + + - - - + - +
B - + - ? - + - - - + + + - + - +
C - - - + - - - - + + - - - - - +
S04:M13 Geen
S04:M14 Geen
S04:M15 Geen
S04:M17A + - + - + + - + - + - + + + + +
B - + - + - + - - - + + - - + - +
S04:M19A + - + + + + - + - + - - - + - +
B + - + - + + - + + + - + - + + +
S04:M32A - + - + + + - - + - + - + + + +
S04:M53A - + - + - - - - + + + - - - - +
B + - + + + + - + - + - - + + - +
C - - - + - - - - - + - - - + - +
D + - + + + + - + + + - - + + - +
S04:M74A - - + + - + - + - + ? + - + - +
B - - - + - - - - - + - - - - - +
C - + - - - - - - + + + + - - + +
D + - - - - + - - - + - - - + - +
E + - + + + + - + - + - + + + + +
S04:M88A + - + + + + - + - + + - + + - +
B + - - - + - - + - + - + - + + +
C + - - - - + - + - + - - - + - +
D - + - - + + - - + + + - - + - +
E + - + + + + - + - + - - + ? - +
F - - - + - - - - - + - - - + - +
S04:M90A + - ? - + ? - - ? + - - ? + - +
B + - + - - + - - - + - - - + - +
S12:M14A - - - - + + - - + + - - ? + - +
B - - - - + + - - + + - - ? + - +
C - - - + - - - - - + - - - - - +
D - - - + - - - - - + - - - - - +
S12:M15A + - + - + + - + - + - - - + - +
B + - + - - - - + - - - - - + - -
C - - + - + + - + + + - - - + - +
S12:M17A - - - + - - - + - + - + ? - - +
B - - - - + + - + + + - - - + - +
C - - - - + + - + + + - - - + - +
D + + + + - - - + + - + + + + - -
E + + + + - - - + - - + + + - - -
S12:M18A + + - - - + - - - + - + - + - +
B + - - + + - + - + + - - + - + +
S12:M19A + - + - + - - - - + - + + + + +
B - - - + - - - - - + - - - - - +
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c - - - - + + - - + + - - - + - +
D - - - - + + - - + + - - - + - +
E + - + + + + - + - + - + + + + +
F + - - - + + - - - + - + - + + +
G - - - + - - - - - + - - - - - +
S02:M19A + - + + + + - + + ? - + - + + +
S02:M21A - + - - + + - - + + - - - + - -
S02:M88A + + + + - - - + + + + + + - - +
B + - + + + + - + - + - - + + - -
C - - - - + + - - + + - - - + - +
S02:M90A + - + - + + - + - + - + + + + +
B + - + - + + - - - + - + + + - +
3.3.4 RAPD analise van Populasie B.
RAPD ontledings is uitgevoer op Populasie B met 9 van die 12 polimorfiese RAPD-inleiers
wat in Populasie A geïdentifiseer is in 'n verdere poging om merkers met
soutverdraagsaamheid te assosieer.
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Figuur 3.8 Ethidium bromied gekleurde agarose gel met amplifikasie produkte van RAPD inleier
OPK 17 met Thinopyrum distichum, primêre hibried (95M1), "Henoch" rog en 16
soutbestande klone. Die pyl dui die polimorfisme aan en 'n pGem leer dui die basispaar
groottes aan.
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Figuur 3.9 Ethidium bromied gekleurde agarose gel met amplifikasie produkte van RAPD inleier
OPK 14 met Thinopyrum distichum, primêre hibried (95M1), "Henoch" rog en 16 soutbestande klone.
Die pyl dui die polimorfisme aan en "n pGem leer dui die basispaar groottes aan.
Volgens die korrelasie analise (Tabel 3.4) van die vorige datastel was inleier OPK 17 die
duidelikste, mees herhaalbare en insiggewendste inleier. Uit Figuur 3.8 blyk dit dat die
polimorfisme baie duidelik is. Sekere plante uit Populasie B was ook in Populasie A en het
ooreenstemmende polimorfismes getoon. Plante 95M1-79, 95M1-21, 95M1-109, 95M1-
123 en 95M1-18 is positief vir die polimorfisme in beide Populasie A en B. Die resultate
van die tweede stel RAPD data word opgesom in Tabel 3.7. AI die plante van Populasie B
is soutverdraagsaam en indien die merker geassosieer is met "n kritieke chromosoom
word verwag dat die meeste plante wat geamplifiseer word met OPK 17, positief sal wees
vir die 650bp polimorfiese fragment en dit is wel so. Twaalf van die 16 soutverdraagsame
plante het wel die polimorfisme getoon.
Die OPK 14 fragment kon nie konsekwent korrek geïdentifiseer word nie. Slegs 1 van die
6 plante wat in Populasie A positief was vir die polimorfisme het dieselfde polimorfisme in
Populasie B getoon. Die resultaat mag moontlik toegeskryf word aan swak
herhaalbaarheid van die RAPD tegniek en twyfeloor die toewysing van swak
geamplifiseerde bande. Die polimorfiese fragment was in beide gevalle van dieselfde
basispaar grootte.
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Tabel3.7 RAPD resultate van Populasie B.
Lyn: OPK14 OPK17 OPK6 OPL4 OPL3 OPL17 OPA16 OPA18 OPA20
M1-304 + + + + + + +
M1-308 + + +
M1-300 + + + + +
M1-301 + + +
M1-305 + + + + + +
M1-306 + + + + + +
M1-303 +
M1-307 + +
M1-21 + + + +
M1-95 + + + + + +
M1-310 + + +
M1-18 + + + +
M1-123 + + + + + + +
M1-79 + + + + + + +
M1-302 + + +
M1-109 + + + + + + +
Totale #
aanwesig 6/16 12/16 11/16 8/16 7/16 10/16 9/16 6/16 5/16
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4. BESPREKING
Vooruitgang met teling vir soutverdraagsaamheid in akkerbou-gewasse is stadig vir 'n paar
redes, nl. (i) lae seleksie doeltreffendheid, (ii) beperkte kennis van die genetika van
soutverdraagsaamheid en (iii) 'n swak begrip van die interaksies tussen versouting en die
omgewing (Akbar, 1986; Gregorio & Senadhira, 1995). Molekulêre merkers word
toenemend gebruik vir genetiese kartering, genomiese vingerafdrukke, die bepaling van
genetiese verwantskappe en merker ondersteunde seleksie (Xie et al.,2000). Ontrafeling
van die oorerwingswyse van soutverdraagsaamheid en kartering van die gene betrokke
sal teling vir die kenmerk baie vergemaklik. Polimerase ketting reaksie (PKR) tegnologie
het gelei tot die ontwikkeling van veelsydige merkertegnieke soos RAPDs en AFLPs wat al
hoe meer gebruik word in gewas-verbeterings-programme. Molekulêre merkers wat nou
gekoppel is met gene van belang kan gebruik word om seleksie te vergemaklik en
landmerke daar te stel vir die fisiese opsporing van gene vir soutverdraagsaamheid
(Martin et al., 1994).
4.1 Karakterisering van T1F1 - en F2-plante (Populasie A).
4.1.1 Evaluering van T1F1 - en F2 -plante ten opsigte van soutverdraagsaamheid.
Die soutverdraagsaamheid van die T1F1 - en F2 -plante het baie gevarieer (Tabel 3.1) met
lesings tussen 2 en 7 op die empiriese skaal. Van die 67 plante wat gesouttoets is, was 33
(50%), matig of hoogs soutbestand (lesings van 7 tot 4.5). Die res van die plante was
gevoelig of uiters gevoelig vir sout (lesings van 4.25 tot 2). Daar was 'n duidelike
fenotipiese verskil in die soutverdraagsame en die soutsensitiewe plante na die
souttoetse. Die chromosoomgetalle van die T1F1 - en F2 -plante het getoon dat die meeste
van die plante 21 chromosome het, wat aansluit by die bevindinge van Marais & Marais
(1998) dat die plante 'n volledige stel rog chromosome (14) het met ±7 lukrake Th.
distichum chromosome. Volgens Dvërák et al. (1988) dra verskeie chromosome van Th.
e/ongatum by tot soutverdraagsaamheid. Die wye variasie in soutverdraagsaamheid wat
waargeneem is in Populasie A is in ooreenstemming met wat verwag word van 'n kenmerk
wat deur veelvuldige chromosome beheer word. Dit volg dan dat sekere plante meer
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voordelige chromosoom kombinasies het ten opsigte van soutverdraagsaamheid, wat die
variasie in die soutverdraagsaamheid van die populasie kan verduidelik.
4.1.2 Identifisering van RAPD-merkers ten opsigte van soutverdraagsaamheid.
Twaalf van die 60 RAPD-inleiers (20%) wat suksesvol geamplifiseer is het duidelike,
ontleedbare polimorfiese fragmente opgelewer. Drie persent van die geamplifiseerde
fragmente was polimorfies. Die af- of aanwesigheid van 'n polimorfisme by die plante het
gestrek oor soutverdraagsame tot soutsensitiewe plante en daar was geen duidelike
opsigtelike assosiasie van 'n RAPD polimorfisme met soutverdraagsaamheid nie (Tabel
3.3). Daar is wel 'n patroon ten opsigte van sekere plante wat die Thinopyrum
polimorfisme besit het vir elke polimorfiese inleier nl. 95M1-79, 95M1-88, 95M1-95, 95M1-
21 en 95M1-109. Daar is ook 'n paar plante, 95M1-110 en 95M1-18, wat die Thinopyrum
polimorfisme besit het vir 10 of 11 van die polimorfiese inleiers. AI hierdie plante is hoogs
soutverdraagsaam en toets positief vir feitlik al die RAPD-fragmente. Korrelasie analise
het daarop aangedui dat veral 2 merkers (OPK 17 en OPK 6) wat skynbaar met
verskillende chromosome geassosieerd is, sterk gekoppel is aan soutverdraagsaamheid.
Die analise dui daarop dat selfs meer van die merkers mag ko-segregeer met
chromosome wat kodeer vir soutverdraagsaamheid. Die data is in ooreenstemming met
wat verwag sou word indien verskeie chromosome bydra tot die kenmerk. Die inleiers wat
polimorfiese fragmente produseer vir die meeste soutverdraagsame plante (OPK 17 en
OPK 14) produseer ook polimorfiese fragmente by plante wat middelmatig of baie sensitief
is vir sout.
In die studie kon geen RAPD-merkers ge-identifiseer word wat slegs 'n fragment
amplifiseer op soutverdraagsame plante nie. Dit word verwag indien verskeie
chromosome elk 'n bydra maak tot die kenmerk terwyl die bydraes van individuele
chromosome min of meer van dieselfde orde is. Daar is dus wel korrelasie tussen
sommige RAPD-merkers en soutverdraagsaamheid, maar dit is moeilik om 'n absolute
verband te bewys en te gebruik as 'n merker vir Th. distichum chromosome wat die gene
vir soutbestandheid dra.
Daar kan meer as een rede wees vir die voorkoms van 'n kritieke merkerfragment in
soutsensitiewe plante. Eerstens mag 'n plant net In substel van die kritieke chromosome
bevat en nog steeds 'n betekenisvolle vlak van soutverdraagsaamheid hê. Net so mag die
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insluiting van slegs een kritieke chromosoom in 'n plant onvoldoende wees om
betekenisvolle soutverdraagsaamheid daaraan te verleen. 'n Groot probleem van RAPD-
tegnologie is die evaluering van die gels en dit is soms moeilik is om die teenwoordigheid
van 'n swak geamplifiseerde fragment te bevestig. Hierdie fragmente kan beoordeel word
as teenwoordig in sekere monsters en afwesig in ander, al is die fragment teenwoordig in
beide monsters, maar as gevolg van klein variasies in PKR kondisies sal die fragment
geamplifiseer word teen verskillende tempos. Derdens, rog is 'n baie geneties diverse
gewas en daar bestaan bewyse vir aansienlike binne-kultivar heterogeniteit. Dus, die
RAPD-inleiers mag soms rogpolimorfismes opwys wat nie in die kontroles sigbaar was nie.
Dit is ook moontlik dat chromosoom oorkruising ( tussen Thinopyrum homoeoloê) en
herrangskikking kon plaasvind tydens terugkruising, wat die data nog verder sal
kompliseer. Nog 'n moontlike rede kan wees dat daar 'n tweede fragment van dieselfde
grootte teenwoordig is maar die twee bande kom van verskillende plekke in die genoom.
4.2 Korrelasie tussen soutverdraagsaamheid en blaarwaterretensie van
Populasie A.
Twee-en-twintig plante het In waterretensie persentasie van meer as 10% gehad en het
gewissel van hoogs soutverdraagsaam tot soutsensitief (Tabel 3.1). Veertien van die 22
(64%) plante het In soutverdraagsaamheidstelling van 4.5 of beter getoon. Vyftien van die
22 plante met 'n waterretensie hoër 10% het ook 'n epikutikulêre waslaag gehad. Dus, 14
uit 67 plante (21%) het 'n hoë blaarwaterretensie en soutverdraagsaamheid getoon. Slegs
36 % van die plante met 'n hoë blaarwaterretensie was nie soutverdraagsaam nie. Met
korrelasie analises is gewys dat blaarwaterretensie en soutverdraagsaamheid goed met
mekaar vergelyk, r=0.40.
Korrelasies is ook uitgewerk om te sien of daar enige verwantskap tussen die RAPD-
merkers en blaarwaterretensie is. OPA 20 het 'n R2 van 9% (P-waarde = 0.025145)
getoon. Die orige merkers het glad nie gekorreleer met blaarwaterretensie nie.
4.3 Identifisering van molekulêre merkers vir Thinopyrum chromosome met gene
vir soutverdraagsaamheid (Populasie B).
4.3.1 Karakterisering van Populasie B ten opsigte van AFLP-merkers.
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AFLP-merkers het die voordeel bo RAPD-merkers dat baie meer polimorfiese DNA-
merkers waargeneem kan word en 'n groter aantal volgordes geamplifiseer kan word per
reaksie. AFLP-merkers is ook meer herhaalbaar. Vir die redes word die AFLP-tegniek baie
meer gebruik vir die konstruksie van hoê-digtheids-koppelingsskaarte van plant-genome
en die posisionele klonering van belangrike gene.
Twee-en-twintig AFLP-inleier kombinasies is geamplifiseer op 'n kleiner soutverdraagsame
populasie (8) van 15 plante. Vier-en-vyftig polimorfismes is verkry en vergelyk met
ongepubliseerde kariotipe data van Marais & Marais (2001, ongepubliseerde data) in 'n
verdere poging om merkers vir die kritieke soutverdraagsaamheids gene te vind. Marais &
Marais (2001, ongepubliseerde data) het met die C-band tegniek die 14 Thinopyrum
chromosome ge-groepeer in 7 homoeoloê pare wat hulle arbitrêr van I tot VII genommer
het.
Tabel 4.1 Identifisering (C-bande) van die sewe Th distichum chromosome wat teenwoordig Is
by 15 soutverdraagsame plante (Marais & Marais, 2001, ongepubliseerde data).
Thinopyrum distichum Chromosoom nommer
95Ml I IT ID IV V VI vn
-304 • • • • • • •-308 • • • • • • •-300 • • • • • • •-30.1 • • • • • • •-305 • • • • • • •<30£ • • • • • • •-303 • • • • • • •-307 • • • • • • •-2'1 • • • • • • •-95 • • • • • • •~3tÓ • • • • • • •. -18 • • • • • • •-123" • • • • • • •-79 • • • • • • •-302 • • • • • • •
Met die uitsondering van homoeoloê paar IV, het een van die chromosome altyd teen 'n
hoër frekwensie in die groep van 15 plante voorgekom. Die implikasie is dat sodanige
chromosome gene vir soutverdraagsaamheid besit en dat 6 chromosome moontlik kodeer
vir die kenmerk.
Van die 54 polimorfismes wat verkry is met AFLP-merker kombinasies is vier ge-
identifiseer wat goed ooreenstem met die resultate in Tabel 4.1. Inleier kombinasies
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S04;M17 (A) en S02;M90 (A) vergelyk baie goed met die verspreiding van Th.
chromosoom Ha (Tabel 4.2). Wat opvallend is, is dat beide inleier kombinasies dieselfde
geamplifiseerde fragment profiel het, wat toon dat hulle waarskynlik areas op dieselfde
Th. chromosoom amplifiseer. AFLP-inleier kombinasie S012;M17 (D) en S04;M74 (E)
vergelyk weer met Th. chromosoom Vla.
Die inleier kombinasies stem nie 100% met die resultate in Tabel 4.1 ooreen nie. Die
redes hiervoor kan wees dat die verspreiding van merkers toevallig nabyaan die
chromosoom verspreiding is, dat daar 'n fout gemaak is met die identifisering van die
polimorfismes of dat daar 'n fout gemaak is met die identifisering van die chromosome.
Tydens terugkruising het die homoeoloê van die J1d en J2d genome gereeld bivalente
gevorm wat normaal geskei het om gamete met 7 Thinopyrum chromosome daar te stel.
Op hierdie tydstip sou daar oorkruisings kon geskied het wat tot gevolg sou hê dat die
polimorfiese streek van een homoeoloog na 'n ander verplaas word wat ook die verskille
kan verduidelik.
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Tabel 4.2 Vergelyking van AFLP-resultate (Populasie B) met resultate van Marais & Marais
(2001,ongepubliseerde data).
95M1- Th. Chromosoom AFLP-inleier kombinasies
Ha Vla S04:M17 A S02;M90 A S012;M17 S04;M74 E
D
-304 + + + + + +
-308 + + +
-300 + + + + + +
-301 + + +
-305 + + + + + +
-306 + + + + +
-303
-307 + + +
-21 + + +
-95 + + + + + +
-310 +
-18 + + + + + +
-123 + + + + + +
-79 + + + + + +
-302 + + + +
-109 ? ? + + + +
9/11' 9/11' 10/112 9/112
I ..Frekwensie pohmorfismes wat ooreenstem met die verspreiding van chromosoom Ha
2 Frekwensie polimorfismes wat ooreenstem met die verspreiding van chromosoom Vla
4.3.2 Karakterisering van Populasie B ten opsigte van RAPD-merkers.
Nege van die 12 polimorfismes wat verkry is met die RAPD-merkers van Populasie A is op
die soutverdraagsame Populasie B geamplifiseer.
Twee AFLP-inleier kombinasies is verkry wat goed ooreenstem met die verspreiding van
Th. chromosoom Ha (Tabel 4.3). OPK 17 en OPK6 stem goed ooreen met Th.
Stellenbosch University http://scholar.sun.ac.za
67
chromosoom lIa, veral OPK 6 wat slegs verskil met die afwesigheid van een
geamplifiseerde fragment by 95M1-308. Volgens die korrelasie analise het OPK 17 (22%)
sterker assosiasie met soutverdraagsaamheid in Populasie A getoon. Dit lyk egter of beide
RAPD-inleiers areas op dieselfde Th. hromosoom lIa amplifiseer en gebruik kan word as
'n merker vir die betrokke chromosoom. Volgens Marais & Marais (2001, ongepubliseerde
data) speel chromosoom II waarskynlik 'n groot rol by soutverdraagsaamheid.
Tabel 4.3 Vergelyking van RAPD-resultate (Populasie B) met resultate van Marais & Marais
(2001, ongepubliseerde data).
95M1- Th. Chromosoom RAPD-inleier
lIa OPK17 OPK6
-304 + + +
-308 +
-300 + + +
-301
-305 + + +
-306 + + +
-303
-307 +
-21 + + +
-95 + + +
-310
-18 + + +
-123 + + +
-79 + + +
-302 + + +
-109 ? + +
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5. GEVOLGTREKKING
Verskeie chromosome dra by tot soutverdraagsamheid (Zhong & Dvërák, 1995). Marais &
Marais se voorlopige data suggereer ook dat tot 6 chromosome 'n effek mag hê. Die
maksimale effek is moontlik wanneer al die kritieke chromosome in dieselfde plant
voorkom. Onvolledige stelle/kombinasies gee laer vlakke van soutverdraagsaamheid en
slegs een stel Thinopyrum chromosome se sout-gene is aktief, wat die variasie in
soutverdraagsaamheid by verskillende plante verduidelik.
In die studie is, met behulp van souttoetse, plante ge-identifiseer wat soutverdraagsaam
en soutsensitief is. Hierdie plante is verder met molekulêre merkers (RAPD en AFLP)
gekaraktiseer ten opsigte van hul soutverdraagsaamheid. Twaal~ RAPD merkers is
geïdentifiseer wat goed korreleer met soutverdraagsaamheid. Die herhaalbaarheid van die
merkers was nie altyd konsekwent nie, maar nog steeds is daar twee RAPD merkers
(OPK 17 en OPK 6) geïdentifiseer wat baie nou gekoppel word aan 'n chromosoom wat
bydra tot soutverdraagsaamheid (Marais & Marais, 2001, ongepubliseerde data). Daar is
ook vier AFLP merkers (S04:M17 ; S02:M90 ; S012:M17 ; S04:M74) geïdentifiseer wat
nou gekoppel is aan twee verskillende Thinopyrum distichum chromosome (Ha en Vla)
wat moontlik bydra tot soutverdraagsaamheid. Die interpretasie van die merkers word
bemoeilik deur die heterogeniteit tussen die plante wat betref die agtergrond rog
chromosome en die chromosoom herrangskikking wat plaasvind tydens terugkruisings.
Hierdie potensiële merkers is sal die poging om kritieke gene vir soutverdraagsaamheid
oor te dra na ander verboude gewasse vergemaklik.
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